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Résumé
Gsplp est une petite protéine G nucléaire chez la levure Saccharomyces
cerevisiae hautement conservée chez les eucaryotes (83 % d’homologie à la protéine
humaine RAN). Bien que son rôle dans le transport nucléocytoplasmique des
macromolécules est bien défini, des données génétiques et biochimiques récentes
associent Gsplp à d’autres fonctions cellulaires à caractériser. Lors de la recherche
de partenaires potentiels de Gspïp par la technique de la librairie d’épitopes
phagiques, nous avons identifié la séquence SPLRPSL retrouvée dans la protéine
Lrelp (acides aminés 205-21 1). Le produit du gène LRE1 est fort peu caractérisé.
Nous avons montré que plusieurs phénotypes semblent impliquer cette protéine dans
la voie de l’AMPc, tel que la levée du silencing transcriptionnel télomérique en plus
de la sensibilité au glucose et à la caféine. Or, des études génétiques convaincantes
ont démontrées que Lrelp pourrait exercer tous ces effets via des cibles partagées (et
des effecteurs en aval) de la voie AMPcIPKA. Nous avons montré que Lrelp est
majoritairement nucléaire, en plus d’être associée à la chromatine, et minoritairement
mitochondriale via une fusion Lrelp-protA fonctionnelle localisée dans ces
compartiments. De plus, des essais de transcription-traduction et de co
immunoprécitpitation ont révélé que Gsplp et Lrelp interagissent ensemble, autant in
vitro qu’in vivo. L’identification des gènes JMP2 et RRP6 en tant que partenaires
génétiques de LRE] lors d’un criblage de létalité synthétique systématique ont permis
d’associer, au produit de ce gène, des fonctions mitochondriale et exosomale à
caractériser. L’identification des partenaires protéiques de Lrelp devrait nous
permettre de mieux comprendre la fonction de cette protéine et la signification
biologique de son interaction avec Gsplp.
Mots clés: protéine G, voie AMPcIPKA, fonction exosomale, fonction
mitochondriale
iv
Summary
Gsplp is a nuclear-located small GTP-binding protein in the yeast
Saccharomyces cerevisice which is highly conserved among eukaryotic celis (83 %
identical to its human homolog RAN). Although its implication in the
nucleocytoplasmic trafficking of macrornolecules lias been demonstrated, new
genetic and biochemical data associate Gsplp to other cellular functions to
characterize. The search for potential partners of Gsplp by Phage DispÏay Screening
allowed us to identify the SPLRPSL sequence found in Lrelp (amino acids 205-2 1 1).
The function of the gene LREJ is flot well known. Whiie we showed that various
phenotypes seemed to involve this protein in the cAMP pathway like the lost of
telomeric transcriptional silencing in addition to caffeine and carbon-source
sensitivity, convincing genetic studies showed however that Lrelp may exert ail these
effects through shared targets (and downstream effectors) of the cAMPIPKA
pathway. We sliowed that Lrelp is mostiy nuclear, in addition to be chromatin
associated, but also found in the mitochondria by locating a functional Lrelp-protA
fusion in those compartments. Moreover, transcription-translation and co
immunoprecipitation experiments revealed that Gsplp and Lrelp interact together
both in vitro and in vivo. The identification of the genes IMP2 and RRP6 by
Systematic Genetic AnaÏysis as genetic partners of LREJ aliowed its association to
mitochondriai and exosomal functions to characterize. The identification of the
protein partners of Lrelp should enable us to better understand its function and the
biological significance of its interaction with Gsplp.
Key words G protein, cAMP/PKA pathway, exosomal function, mitochondrial
function
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CONTEXTE THÉORIQUE
91. La petite protéine Gsplp
1.1. Caractéristiques de Gsplp
Les gènes GSF] et G$P2 de $accharomyces cerevisiae ont été identifiés en 1993
par deux équipes de recherche dans le but de mieux comprendre le contrôle de la voie
FRF2O/MTR]/SRMJ. À cette époque, les recherches semblaient démontrer que cette
voie était impliquée dans le maintien de l’organisation nucléaire ainsi qu’au niveau
du contrôle du métabolisme et de l’export des ARNm. ils ont tout d’abord été isolés
lors d’un criblage de gènes provenant d’une librairie génomique de $. cerevisiae qui,
lorsque exprimés en copies multiples, suppriment le phénotype létal associé au
mutant thermosensible pip2û-] (Belhumeur et al., 1993). Presque simultanément,
deux séquences génétiques homologues au gène SF11, l’homologue de G$F1 chez
Schizosaccharornycespombe, ont été identifiés par PCR génomique de S. cerevisiae à
l’aide d’amorces dégénérées (Kadowaki et aÏ., 1993). ils ont nommé ces deux gènes
différents CNR] et CNR2 (Conserved Nuclear Ras homologs 1 and 2). Puisque,
temporellement, la publication des gènes GSF] et GSF2 a précédé celle décrivant
CNR] et CNR2, cette première dénomination a été retenue dans la littérature.
L’analyse de la séquence de ces deux gènes a permis de montrer qu’ils codent
pour des polypeptides de 219 et 220 acides aminés dont les poids moléculaires
calculés sont de 24 974 et 24 794 Daltons respectivement. Ces deux protéines
possèdent 97,7 % d’identité et leurs séquences nucléotidiques présentent 83,3 %
d’homologie. Cependant, plusieurs caractéristiques permettent de distinguer ces deux
produits de gènes. Tout d’abord, le gène GSPJ est essentiel et situé sur le
chromosome XII tandis que le chromosome XV renferme la séquence du gène G$P2
qui code pour un produit qui n’est pas essentiel. De plus, les niveaux d’expression du
gène GSF2 sont dix fois moins élevés que ceux de GSF1 et dépendent de la source de
carbone utilisée. En plus, ils sont inductibles par le MMS (Jelinsky & Samson,
1999). Cependant, G$P2 peut complémenter un mutant gspM lorsqu’il est
3surexprimé (Belhumeur et al., 1993). La présence de deux versions de cette protéine
pourrait permettre à cette espèce de s’adapter à différentes conditions
environnementales grâce à la régulation de ces gènes (Garcia-Ranea & Valencia,
1998).
Bien que le génome de la levure S cerevisiae code pour deux homologues de ce
gène, celui des plantes supérieures semble renfermer plus que deux copies alors que
les mammifères n’en possèdent qu’une seule version (Merkle et al., 1994). Cette
redondance serait la conséquence d’un mécanisme évolutionnaire de duplication des
chromosomes XII et XV chez la levure (Wolfe & Shields, 1997). Même s’il y a
divergence en ce qui concerne le nombre de copies de ce gène par génome chez ces
organismes eucaryotes, son produit demeure hautement conservé (Figure lA).
Effectivement, la protéine Gsplp partage 88 % d’identité avec son homologue
humain Ran (Ras-like nuclear G protein) (Bischoff & Ponstingi, 199 lb; Belhumeur et
al., 1993). Le maintien de cette information génétique ainsi que le haut degré de
similarité chez différentes espèces éloignées suggèrent que cette protéine doit
intervenir dans des mécanismes cellulaires hautement conservés chez les eucaryotes.
La protéine Gsplp fait partie de la famille des petites protéines pouvant lier le
GTP (protéines G). Les petites protéines G ont une structure bien particulière (Figure
lB). Elles renferment généralement cinq séquences consensus responsables du
métabolisme du nucléotide guanine, soit l’interaction spécifique avec le GTP ou le
GDP et l’activité GTPase. Cette dernière est nécessaire à l’hydrolyse du GTP lié à la
protéine en GDP et Pi. Le changement de conformation provoqué lors de
l’acquisition d’un autre état de liaison au nucléotide guanine se produit au niveau des
boucles switch I et switch II de la protéine, deux régions très flexibles entourant le
phosphate y du GTP (Milburn et aï., 1990; Vetter et al., 1999a; Vetter et al., 1999b).
De plus, les petites protéines G possèdent une région nécessaire à l’interaction avec
leurs protéines effectrices en plus de séquences à leur extrémité COOH affectées par
des modifications post-traductionnelles lipidiques requises pour leur ancrage à des
o
o
cz
z
-
t
-
t (D (D r, (D (D r, -t (D
,
r
,
-
r
LU
L,’ U
U
Ut
‘
—
Ut
U
i1
’
U
—
—
U
U’
UI
f-
j
LU
U
’
Ut
W
P
LU
t-
*
—
-
‘
-
‘
r’
i U
-F
(L
U
Ut
U-
,
-
‘
‘L
I
LU
D
t—
.
-
—
t-
’
o 3 D) D (D (D (D C.) (D C -
(D
— (
D’
(D
’
e
tt
-
t
(D
’
r
(D
’
(D ‘-t
Q
‘
2-
’
(D
(D rit O O (U
’
(
D
r
,
O et O -t (D
—
.
O (D (D (D
(D
O
ç,
,
-
t
CI
) (D
.
C (D D C, (D (n C, o z (n (D z (n C u) o C -I D) D) (n o D D) C G) G) -I - (D D) C, (D. G) -. -o D) (n (D
t
-
-
t
U
-L
i
ç
‘
U
U’
L’
L-
-
Ut
w
r
t-
’
—
—
‘
j
L
L
t’
L
”
t’
D
‘
U
U
t’
U
.U
LU
$
-
“
‘
,
t
:
;
‘
i
t’
tL
’L
t’
t,
‘
-
- r
’
tI
).O
r)
LI
U
:U
U
U
U
’U
’U
U
t
-
L
--
-1
,1
1-
1
-t
:U
C
’C
t’
L
U
t’
L
’L
‘U
11
-O
’D
()
L
.4
-
2
”
L
’<
’4
‘-
L
-
-
L
-
=
t-L
—
C’
O
Li
U
‘
C”
U
C
ç)
tU
LU
4
t-
9
-
‘
t
<
r
,
1
,
-
L
>
c
ç
(f
lt
jL
ç
j
] o
,
‘
U
,
,
t
IU
U
U
I
‘
U
’L
-’
t’
U
’U
‘
L
”U
U
)’
(”
L_
I
ç’
r_
I
U
’
ç
,
q
’
,
’
q
’
ç
j’
t
—
ï
—
L
U
U
I”
L
I,
j
I
’
U
Ç
t-
1
w
II Uçf’U
D) E. r,
-
’
E
E.
(D
C
,, (D CM r (D
.
(D (D (D C,, D) (D (D r, D) E (D’ r, (D r, o E o o (D r, (D D) (D (D N r,
.
.
.
LU
t-
’
•
.
U-
t
•
•
-
t),
-
-
.
•
-
L_
_L
U
•
•
‘
-
L
U
•
.
‘
U
U
t
•
-
-
-
L
_o
-
-
U
1U
•
•
-
11
--’
“
t
‘
U
LU
‘
U
LU
I”
,
1-
iL
i-
L
)
O
C
)
k_t
C
Q
<
‘U
Ut
W
(‘t
L-L
t_
I
‘
U
‘-
L
<
‘U
‘
ç,
’U
U
t
o t
’,
!*
4
tL
’U
tU
‘
U
Q
Q
Q
Q
61
LU
‘
Ii
tU
‘
U
trI
‘
U
t-
;
“
I
‘
U
‘
U
‘
U
‘
U
‘
-
1
<
‘U
‘U
‘U
‘
U
‘U
o
(D
’
e
t
0
0
’-
C
n
N
5membranes cellulaires (Boume et al., 1991; Takai et al., 1992; Valencia et al., 1991).
Il est important de noter que la protéine Gsplp ne possède pas ce domaine C-
terminal, ce qui implique qu’elle est présente sous forme soluble dans la cellule
(Belhumeur et al., 1993). Cependant, elle renferme, à cette position, la séquence
DEDDDL, très bien conservée chez la famille Ran et impliquée dans la stabilité de la
protéine en conformation liée en GDP (Scheffzek et al., 1995, Vetter et al., 1999b).
De plus, elle semble permettre l’interaction de Ran-GTP avec ses effecteurs
renfermant un domaine de liaison à Ran (Richards et aÏ., 1995).
1.2. Cycle GDP/GTP de Gsplp/Ran
Les petites protéines G ayant la capacité d’acquérir deux conformations
interchangeables, elles jouent un rôle d’interrupteur moléculaire. En effet, suite à la
réception d’un signal, ces protéines deviennent actives en adoptant un état de liaison
en GTP à partir de leur conformation inactive liée en GDP. Ce changement de forme
induit par cette activation permet de rendre la région effectrice des protéines G
accessible à l’interaction avec leurs effecteurs (Boume et al., 1990; Hall, 1990; Takai
et aÏ., 1992). Cette conversion cyclique des deux états de Gsplp/Ran est très lente,
car cette dernière lie les nucléotides guanines très fortement et possède un faible
pouvoir intrinsèque d’hydrolyse du GTP. Le facteur d’échange de nucléotide guanine
Prp2Op, et son homologue humain RCC1, stimulent donc la dissociation du GDP lié à
Gsplp/Ran par un facteur de i05 (Bischoff & Ponstingl, 1991a; Kiebe et al., 1995).
En ce qui concerne l’activité GTPase de cette dernière, elle peut être augmentée de
plus de fois via une stimulation par la protéine activatrice de la GTPase Rnalp,
ou son homologue humain RanGAP1 (Gideon et aÏ., 1992; Becker et al., 1995; Klebe
et al., 1995; Bischoff et al., 1995a). Ces deux activités prenant place dans deux
compartiments différents, Prp2OpJRCC1 étant associée aux histones H2A et H2B de
la chromatine (Ohtsubo et aÏ., 1989; Frasch, 1991, Seki et aÏ., 1996; Nemergut et al.,
2001) et Rnalp/RanGAP1 étant localisée dans le cytoplasme et à la face
cytoplasmique des pores nucléaires en association avec Nup358p/RanBP2 (Matunis
6t#i titi
pi
____
Gspl
___ ___ ___ ___
GDP
figure 2 — Régulation du cycle GDP/GTP de Gsplp. L’hydrolyse de GTP
prend place dans le cytoplasme, stimulée par Rnalp, alors que l’échange de nucléotide
guanine peut avoir lieu dans les deux compartiments, catalysée par Prp2Op dans le noyau et
Bud5p dans le cytoplasme. Les protéines Yrblp et Moglp co-activent ces réactions
respectives. La protéine Ntf2p est nécessaire au recyclage de Gsplp-GDP dans le noyau,
endroit où elle est principalement localisée, et agit à titre d’inhibiteur de la dissociation du
nucléotide guanine. La cascade Gtrlp-Gtr2p régule négativement ce cycle. L’effet de la voie
AMPc sur celle-ci n’est pas encore bien connu (modifié de Kiinzler & Hurt, 2001).
et aï., 1996; Mahajan et al., 1997; Haberland et aï., 1997; Matunis et al., 199$),
Gsplp/Ran doit osciller entre le noyau et le cytoplasme afin d’effectuer un cycle
GDP/GTP complet (Figure 2). Cette localisation différentielle de Gsplp en fonction
de l’emplacement de ses régulateurs a été démontrée chez les mutants nia]-] et
prp2O-]. En effet, il y a une accumulation de la protéine G dans le noyau chez [e
premier alors que cette localisation nucléaire est inhibée chez le second (Stochaj et
aÏ., 2000). La distribution différente de ces régulateurs permet donc l’établissement
d’un gradient de Gsplp-GTP dans la cellule. Effectivement, elle suggère que
Gsplp/Ran soit retrouvée principalement liée en GTP au niveau du noyau et en
conformation liée en GDP dans le cytoplasme. Il est important de souligner que la
Cytoplasme
w
I
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7protéine Gsplp/Ran est très abondante et majoritairement nucléaire (Bischoff &
Ponstingi, 199 lb, Beihumeur et al., 1993).
En plus de Prp2OpIRCC1 et Rnalp/RanGAP, d’autres travaux ont permis d’isoler
de nouveaux régulateurs du cycle GTP/GDP de Gsplp/Ran (Figure 2). Tout d’abord,
Yrblp/RanBP1 a été identifiée comme protéine accessoire dans ce cycle en
permettant la co-activation de l’activité GTPasique de Gsplp/Ran via
Rnalp/RanGAP. Effectivement, elle augmente de dix fois la vitesse d’hydrolyse de
GTP accélérée par RnalpIRanGAP sans toutefois posséder une activité de stimulation
de la GTPase (Bischoff et al., 1995b). fi semble que son homologue humain,
RanBP1, empêcherait l’extrémité terminale de Ran d’inhiber l’interaction avec
RanGAPÏ (Seewald et al., 2002). En vue de recommencer un nouveau cycle de
liaison et hydrolyse de GTP et de régénérer le gradient de Gsplp/Ran-GTP,
Gsplp/Ran doit être recyclée au noyau. C’est la protéine Ntf2p qui joue le rôle de
récepteur pour l’import de GsplpfRan-GDP au noyau. Le modèle actuel stipule que
via une interaction avec des nucléoporines au niveau de leur motif répété
phénylalanine-glycine (XFXFG) et en se complexant à Gsplp/Ran-GDP, Ntf2p cible
cette dernière au niveau du pore nucléaire à travers lequel elle dirige son transport au
noyau (Clarkson et aï., 1996; Paschal et aï., 1996; Percipalle et al., 1997). À
destination, lorsque l’échange de nucléotide guanine est catalysé, Ntf2p est relâchée
et retourne au cytoplasme d’où elle pourra engendrer un nouveau cycle de recyclage
(Quimby et al., 2000). Puisque Prp2Op/RCC1 et Ntf2p ne peuvent interagir
simultanément avec Gsplp/Ran-GDP au niveau du noyau et que cette dernière doit
s’être dissociée pour permettre l’échange de nucléotide guanine, Ntf2p jouerait aussi
le rôle d’inhibiteur de la dissociation de nucléotide guanine (Yamada et al., 199$).
C’est la protéine Moglp qui semble être requise pour libérer Gsplp/Ran-GDP de
cette emprise. De plus, elle est impliquée dans l’échange de nucléotide guanine,
puisqu’elle peut interagir avec cette dernière peu importe son état de liaison (Stewart
& Baker, 2000). Un rôle de facteur de relâche de nucléotide guanine lui a donc été
attribué et permet de réguler la concentration nucléaire de Gsplp/Ran-GTP (Oki &
Nishimoto, 2000; Steggerda & Pasclial, 2000; Maffatia et aï., 2001). La protéine
8Nup6Op joue aussi le rôle d’inhibiteur de la dissociation de nucléotide guanine au
niveau du pore nucléaire en liant directement Prp2Op pour en moduler son activité
(Denning et aÏ., 2001). Il a été démontré que RCC1 peut être associée au complexe
du pore nucléaire (Fontoura et cii., 2000) et les expériences de Denning et
collaborateurs (2001) suggèrent que Prp2Op peut y être recrutée en interagissant avec
les nucléoporines Nup2p et Nup6Op.
De récentes preuves scientifiques semblent démontrer qu’un cycle GDP/GTP
complet peut être effectué par Gsplp dans le cytoplasme. En effet, la protéine Bud5p,
facteur d’échange pour la petite protéine G Rsrlp impliquée dans le mécanisme de
sélection du site de bourgeonnement (Chant et al., 1991; Bender, 1993), semble aussi
catalyser l’échange de nucléotide guanine par Gsplp. De fait, le gène encodant pour
cette protéine a été repêché lors d’un criblage pour des suppresseurs multicopies de
l’allèle thermosensible prp2O-] dans le but d’identifier de nouveaux régulateurs de
l’activité de Gsplp. Puisque Bud5p est une protéine cytoplasmique et qu’une
interaction physique avec Gsplp a été démontrée, ceci suggère que cette dernière peut
osciller entre ses deux états de liaison au nucléotide guanine dans ce compartiment
(Clément et al., 2001).
D’autres régulateurs du cycle GDP/GTP de Gsplp/Ran ont été identifiés, mais
requièrent des travaux plus poussés afin de clarifier leur rôle. Tel est le cas de la
cascade Gtrlp/Gtr2p qui semble interagir avec ce cycle. Gtrlp est une petite protéine
G impliquée dans le système d’assimilation de phosphate inorganique (Bun-Ya et al.,
1992; Yompakdee et al., 1996), alors que la GTPase Gtr2p est un effecteur de Gtrlp
(Nakashima et al., 1999). Gtrlp semble réguler négativement le cycle GsplplRan via
Gtr2p. Effectivement, le mutant thermosensible gtrl-1 1 supprime des défauts
retrouvés chez les régulateurs Prp2Op et Rnalp et une délétion partielle de GTRJ
supprime les phénotypes associés au mutant rccl (Nakashima et al., 1996). De plus,
Gtrlp forme un complexe avec Gtr2p et l’inactivation du gène GTR2 abolit l’effet
inhibiteur du mutant gtrl-Q65L, bloqué dans une conformation liée en GTP, sur la
croissance du mutant thermosensible prp2O-1. Cependant, puisque l’inactivation du
9gène GTR] ne réussit pas à supprimer la mutation pip2O-], il est probable que l’effet
inhibiteur de Gtr2p sur le cycle GDP/GTP de GsplplRan soit activé par d’autres
facteurs inconnus jusqu’à maintenant (Nakashima et al., 1999). Les homologues
humains de Gtrlp et Gtr2p sont respectivement RagA et RagB ainsi que RagC et
RagD (Hirose et al., 199$; Sekiguchi et al., 2001). De plus, certains éléments de
preuves semblent montrer que la voie AMPc pourrait réguler le cycle GsplplRan.
En effet, il a été démontré que la surexpression du gène PDE2, codant pour la
phosphodiestérase de haute affinité pour l’AMPc régulant l’activité de la protéine
kinase A (PKA), peut supprimer complètement l’effet de quelques allèles
thermosensibles de gsp] ainsi que celui attribué au mutant mal-] (Oki & Nishimoto,
199$). Il faut ajouter que ce dernier mutant peut aussi être supprimé par une mutation
dans le gène REG] encodant pour un répresseur des gènes réprimés par le glucose
(Tung et al., 1992; Tu & Carlson, 1995; Tung & Hopper, 1995).
1.3. Rôles cellulaires de Gsplp/Ran
1.3.1. Génératités
Une caractéristique importante des cellules eucaryotes est la compartimentation
de leur ADN génomique dans un noyau entouré d’une membrane. La séparation
entre le matériel génétique et la machinerie traductionnelle cytoplasmique permet un
contrôle étroit de l’expression génique, mais demande une forte dépense énergétique.
Cette dernière est essentielle afin d’assurer le transport actif bidirectionnel des
macromolécules entre ces deux compartiments, que ce soit pour permettre l’export
des différents ARNs synthétisés dans le noyau vers le cytoplasme ou l’import de
protéines synthétisées dans le cytoplasme, telles que des facteurs de transcription et
des protéines ribosomales, vers le noyau (Gôrlich & Mattaj, 1996). Les travaux
menés sur ce processus ont permis l’identification de la GTPase GsplplRan comme
composante essentielle du transport nucléocytoplasmique des macromolécules. Bien
que ce rôle soit le mieux documenté jusqu’à présent, Gsplp/Ran est aussi impliquée
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dans une variété de processus cellulaires, tels que la maturation des ARNr, la
régulation du cycle cellulaire, l’assemblage du réseau des microtubules ainsi que la
biogenèse et l’organisation nucléaire (Azuma & Dasso, 2000). Les connaissances
actuelles à propos des fonctions de cette petite protéine G seront abordées dans cet
ouvrage et sont résumées au tableau I.
1.3.2. Transport nuc!éocytoplasniique.
L’enveloppe nucléaire est formée de deux membranes concentriques qui sont en
continuité avec le réticulum endoplasmique. La communication spatiale entre le
cytoplasme et le noyau est assurée par les pores nucléaires. Ces derniers sont des
canaux aqueux formés de protéines et insérés dans l’enveloppe nucléaire. Leur
architecture a été hautement conservée au cours de l’évolution. Chez la levure S.
cerevisiae, le complexe du pore nucléaire est composé d’environ 40 protéines
différentes, appelées nucléoporines, et possède une masse moléculaire estimée à 60
MDa (Yang et al., 199$). En ce qui concerne celui des vertébrés, il renferme de 50 à
100 différentes nucléoporines et sa masse moléculaire se situe autour de 125 MDa
(Stoffler et al., 1999). Les nucléoporines, arrangées selon une symétrie octogonale,
forment un complexe à l’endroit où les membranes nucléaires internes et externes
fusionnent (Fahrenkrog et aÏ., 2000). Chaque complexe du pore nucléaire (NPC) est
positionné entre un anneau nucléaire et un anneau cytoplasmique. À ce dernier sont
attachées huit fibrilles tandis qu’une structure en forme de panier est fixée à l’anneau
nucléaire (Davis, 1995; Fabre & Hurt, 1997). Ceci génère donc une asymétrie de part
et d’autre de l’enveloppe nucléaire.
Les canaux formés par les pores nucléaires ont un diamètre d’environ 9 nm et
permettent la diffusion passive des ions, métabolites et petites protéines dont le poids
moléculaire ne dépasse pas 40 à 60 kDa. Toutefois, les macromolécules de plus de
40 à 60 kDa sont activement et sélectivement transportées à travers ces structures et
doivent renfermer un signal approprié (Davis, 1995; Nigg, 1997). Effectivement, des
séquences d’acides aminés nécessaires à la localisation nucléaire des protéines ainsi
11
Tableau I - Multiples rôles de Gsplp/Ran : ses effecteurs et ses cibles
Processus cellulaire Rôles de Gsp 1 p/Ran Effecteurs Cibles
Chargement et Importines Œ et f3; Plusieurs protéines
décharuement des Protéines de nucléaires;Transport -.
.
caraos a partir des liaison a Ran-GTP Proteines oscillant
nucleocytoplasmique -
complexes de rehees a entre le noyau et le
transport 1’ importine f3 cytoplasme
Assemblage et
Maturation des ARNr dissociation de hiconnus Dis3p/Rrp4p
1’ exosome
Maintien des pointsRegulation du cycle
. de controle reaulant Inconnus Inconnus
cellulaire , -1 entree en mitose
Régulation positive
de la polymérisation TPX2 et Eg5;
Assemblage du réseau de tubuline; NuMA;
.
Importines a et f3des microtubules Regulation des RanBPM
protéines motrices
des microtubu les
Assemblage des
pores nucléaires
dans l’enveloppe Vésicules
Biocenèse et nucléaire intacte; membranaires
.
e - Importine f3
organisation nucleaire Fusion de vesicules renfermant des
membranaires pour NPCs
former 1’ enveloppe
nucléaire
Inspiré et modifié de Azuma & Dasso (2000) et Dasso (2001).
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qu’à l’export de macromolécules ont été identifiées (Dingwall et al., 1982; Kalderon
et al., 1984). Jusqu’à maintenant, les mécanismes moléculaires de l’import des
protéines nucléaires présentant un signal de localisation nucléaire (NLS) classique et
de l’export de macromolécules renfermant un signal d’export nucléaire (NES) riche
en leucine sont les mieux documentés.
Cette caractérisation du rôle de Gsplp/Ran dans le transport nucléocytoplasmique
des macromolécules a débuté par des expériences in vitro utilisant un système de
cellules mammifères perméabilisées grâce à la digitonine. Ce système a permis de
démontrer l’existence d’un mécanisme actif responsable de l’accumulation de
protéines dans le noyau (Adam et al., 1990) et d’identifier Ran, les importines cx et t,
ainsi que Ntf2p comme facteurs solubles participant à l’import nucléaire des
macromolécules. Par la suite, il a été montré que Gsplp/Ran est un facteur essentiel
à l’import nucléaire de protéines renfermant un NLS et que la destruction du gradient
nucléocytoplasmique de Gsplp inhibe ce processus (Moore & Blobel, 1993; Stochaj
et al., 2000). En effet, les mutants conditionnels gsp]-] et gsp]-2 ainsi qu’une
banque de 25 mutants gsp] thermosensibles possèdent un défaut de transport en
accumulant des protéines refermant un NLS dans leur cytoplasme et des ARNm dans
leur noyau (Wong et al., 1997; Oki et al., 199$). Ces défauts d’export des ARNm ont
aussi été observés chez les mutants prp2O et mal-1 (Izaurralde & Mattaj, 1995). De
plus, l’inhibition de ce processus lors d’expériences in vitro utilisant des analogues de
GTP non hydrolysables suggèrent que l’hydrolyse de GTP par Gsplp/Ran est
essentielle pour le transport des macromolécules (Melchior et al., 1993; Schlenstedt
et aï., 1995a).
Ensuite, les équipes de recherche ont voulu caractériser les mécanismes régissant
la translocation des substrats de transport de part et d’autre du NPC. La protéine
Nup6Op a été identifiée comme site d’ancrage pour l’hétérodimère formé du cargo
d’import et des importines cx et f3 ainsi que comme site d’assemblage et de départ des
complexes d’export permettant le recyclage de l’importine f3 liée à Gsplp-GTP au
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cytoplasme (Denning et aÏ., 2001). De plus, il a été démontré que le cargo doit s’être
dissocié du complexe d’import avant que le récepteur d’export Cselp spécifique à la
régénération des niveaux cytoplasmiques d’importine Œ puisse s’y lier (Solsbacher et
al., 199$). En ce qui concerne le recyclage de Gsplp au noyau à la suite d’un cycle
d’export, il semble que la protéine Ntf2p joue un rôle important dans ce processus.
Effectivement, une destruction du gradient nucléocytoplasmique de Gsplp a été
observée chez les mutants thermosensibles ntJ2-] et ntJ2-2 à température restrictive
(Stochaj et aÏ., 2000). En plus, la surexpression de Ntf2p supprimant le phénotype
thermosensible des mutants gspl-] et gsp]-2 ainsi que Gsplp ayant été isolée comme
suppresseur multicopies d’un mutant n’J2z1 sont des preuves in vivo du lien
fonctionnel entre ces deux protéines (Wong et al., 1997; Paschal et al., 1997).
Finalement, les travaux de Gao et collaborateurs (2003) suggèrent que les
nucléoporines interviendraient aussi dans ce mécanisme de recyclage. En effet, ils
ont montré que des souches portant une délétion au niveau de certains gènes encodant
pour ces dernières ne peuvent concentrer Gsplp dans leur noyau, car la localisation
de Ntf2p au NPC est altérée.
Voici donc le modèle de transport nucléocytoplasmique classique, émergeant de
ces études ainsi que celles menées chez d’autres organismes eucaryotes. L’import
nucléaire d’un cargo renfermant un NLS classique est initié dans le cytoplasme par la
formation d’un complexe hétérodimérique ciblant ce dernier au pore nucléaire. Les
importines Œ et f3 sont les deux facteurs essentiels impliqués dans ce complexe et
jouent le rôle de récepteurs de transport. Premièrement, l’importine x reconnaît et se
lie fortement au NLS du cargo au niveau de ses motifs Armadillo répétés, une région
hydrophobique retrouvée dans ce récepteur (Cortes et al., 1994; Peifer et aÏ., 1994;
Yano et aÏ., 1994; Weis et al., 1996; Leung et al., 2003). Elle agit à titre d’adaptateur
entre la protéine ciblée au noyau et l’importine f3 qui s’associe ensuite au complexe
en interagissant avec des résidus basiques hautement conservés à l’extrémité N
terminale de l’importine Œ (Girlich et al., 1996a; Weis et aÏ., 1996). C’est ce dernier
partenaire qui est responsable de l’interaction du complexe d’irnport avec le NPC, car
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il peut interagir avec les domaines répétés GLFG et FXFG retrouvés chez plusieurs
nucléoporines (Hurt, 1996; Lounsbury et aÏ., 1996). Cette étape de ciblage au pore
nucléaire permet la translocation vers le noyau selon deux modèles proposés. Le
premier modèle stipule que le complexe d’import se déplace dans le pore nucléaire
par diffusion aléatoire jusqu’à ce qu’un mécanisme irréversible oblige le substrat à
entrer dans le noyau (Gôrlich & Mattaj, 1996; Koepp & Silver, 1996). Le second
modèle propose que le substrat d’import traverse le NPC en suivant un gradient
d’affinité entraînant une série d’associations et de dissociations aux nucléoporines
grâce à des cycles répétés d’hydrolyse de GTP (Rexach & Blobel, 1995; Solsbacher
et al., 2000). Une fois à destination, le cargo est libéré suite à un changement de
conformation de l’importine 3 provoqué par la liaison de GsplplRan-GTP au niveau
du domaine de liaison à Ran situé à son extrémité N-terminale (Gôrlich et aï., 1996b).
C’est complexée à Gsplp/Ran-GTP que l’importine 3 retourne au cytoplasme alors
que l’importine a y est recyclée en formant un complexe trimérique avec le récepteur
d’export CAS (Cselp chez S. cerevisiae), une molécule semblable à l’importine 13, et
Gsplp/Ran-GTP (Kutay et al., 1997). L’hydrolyse de GTP catalysée au niveau du
cytoplasme permet la dissociation des importines de leurs complexes respectifs et les
rend aptes à recommencer un autre cycle d’import.
L’export des protéines et ARNs de toutes sortes est aussi enclenché par la
reconnaissance d’un signal peptidique, ce qui explique pourquoi la majorité des
ARNs sont transportés sous forme de ribonucléoprotéines (Izaurralde & Mattaj,
1995). Par analogie avec l’import nucléaire, le cargo destiné au cytoplasme et
renfermant un NES riche en leucine requiert un récepteur pour guider son export.
Les exportines sont les molécules remplissant cette fonction et la plus connue se
nomme CRMÏ (Fornerod et al., 1997; Fukuda et ai, 1997; Stade et aï., 1997).
Contrairement aux importines, l’exportine se lie au cargo en coopération avec
GsplplRan-GTP dans le noyau. Ce complexe trimérique est par la suite transloqué
vers le cytoplasme par le NPC grâce à l’interaction de l’exportine avec ce dernier. À
destination, l’hydrolyse de GTP par GsplplRan permet la dissociation du complexe
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d’export en diminuant l’affinité entre l’exportine et le cargo. L’exportine libérée est
ensuite retournée au noyau afin de lier et exporter de nouveaux cargos.
Gsplp/Ran étant une protéine majoritairement nucléaire et sa forme liée en GTP
étant constamment exportée du noyau sous forme de complexes avec des importines
et exportines, elle doit absolument y être recyclée afin de permettre la continuité des
cycles de transport. Tout comme les cargos se déplaçant à travers les pores
nucléaires, elle requiert un récepteur de transport, soit la protéine Ntf2p très bien
conservée chez les eucaryotes (Ribbeck et al., 1998; Smith et al., 1998a). Cette
dernière lie spécifiquement la forme GDP de Gsp lpIRan dans le cytoplasme ainsi que
les nucléoporines renfermant des séquences FXFG répétées, ce qui permet l’import
du complexe (Paschal & Gerace, 1995; Clarkson et al., 1996; Nehrbass & Blobel,
1996; Paschal et al., 1996).
Outre l’import des protéines renfermant un NLS classique et l’export des
macromolécules présentant un NES riche en leucine, Gsplp/Ran est aussi impliquée
dans l’import de plusieurs protéines liant l’ARN ainsi que de protéines ribosomales et
dans l’export des ARNt et d’autres protéines portant un NES non-classique.
Cependant, les facteurs d’import et export sont différents, car ils sont spécifiques aux
signaux retrouvés dans ces macromolécules à être déplacées. Ils sont présentés au
tableau II. Les mécanismes de transport semblent tout de même être semblables à
ceux expliqués précédemment, car ces récepteurs sont de la famille de l’importine F3.
En bref, les travaux menés sur ce processus cellulaire ont permis d’identifier la
GTPase Gsplp/Ran comme composante essentielle du transport nucléocytoplasmique
des macromolécules. La distribution différente des deux états de liaison au
nucléotide guanine de Gsplp/Ran selon l’emplacement de ses régulateurs et le fait
que les importines et exportines n’interagissent pas de la même façon avec leurs
cargos selon que cette protéine G est liée en GTP lui permettent de définir l’identité
des compartiments cellulaires en plus de déterminer la polarité du transport. Ces
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constatations impliquent que l’hydrolyse de GTP soit une consommation d’énergie
indirectement liée à la transiocation à travers le NPC lors de ce processus (Mattaj &
Englmeier, 1998).
1.3.3. Maturation des ARN ribosomauL
L’exosome joue un rôle majeur dans la maturation de l’extrémité 3’ de divers
ARNs ainsi que dans leur dégradation (Jacobs Anderson & Parker, 1998; van Hoof&
Parker, 1999). C’est un complexe ribonucléase multienzymatique présent autant dans
le noyau que le cytoplasme, composé de 11 sous-unités chez S. cerevisiae et conservé
chez les eucaryotes supérieurs (Mitchell et al., 1997; Ailmang et al., 1999). Lors
d’un criblage deux-hybrides utilisant Ran comme appât, la protéine Dis3p/Rrp4p a
été identifiée comme pouvant interagir physiquement avec cette dernière, peu importe
son état de liaison au nucléotide guanine (Noguchi et al., 1996). Elle a été
caractérisée comme étant une des sous-unités de l’exosome possédant une activité
exoribonucléase 3’—* 5’ (Mitchell et aÏ., 1997). Il a été démontré que l’interaction de
Dis3p/Rrp4p avec le complexe formé par Ran et RCC1 stimule l’activité de relâche
de nucléotide guanine in vitro et qu’elle ne possède aucun lien fonctionnel avec le
transport nucléocytoplasmique des macromolécules (Noguchi et al., 1996).
D’autres protéines impliquées dans le cycle GDP/GTP de Gsplp/Ran semblent
participer au métabolisme des ARNs. En effet, le mutant thermosensible mal-1
présente un défaut de synthèse d’ARN (Hutchison et al., 1969), d’épissage des ARNt
et de maturation des ARNr (Hopper et al., 1978). Quant au mutant prp2O-], il
montre une déficience d’épissage des ARNm (Aebi et al., 1990). Le groupe de
Suzuki et collaborateurs (2001) a donc isolé 12 mutants dis3 thermosensibles
synthétisant des ARNr portant des extensions 3’ de longueur variable afin de mieux
caractériser le lien fonctionnel entre l’exosome et le cycle GlPasique de Gsplp/Ran.
Pour ce faire, ils ont comparé l’activité exosomale de cette série de mutants à celle de
la banque de mutants gspl thermosensibles isolée par Oki et al. (1998). Ils ont
montré que ces deux collections de mutants présentent les mêmes défauts au niveau
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des étapes précoces de maturation de l’extrémité 3’ des ARNr 5,85 effectuées par
1’ exosome nucléaire.
Avant la publication de ces résultats, les équipes de recherche croyaient que les
déficiences au niveau de la maturation des ARNs observées chez les mutants
impliqués dans le cycle GDT/GTP de Gsplp/Ran étaient une conséquence indirecte
des défauts de transport associés à ces derniers (Giirlich & Kutay, 1999; Nakielny &
Dreyfuss, 1999). Effectivement, puisque les ribonucléoprotéines nucléaires et
nucléolaires sont impliquées dans le métabolisme des ARNs régulé par l’exosome
nucléaire, elles requièrent que les mécanismes d’import et export soient fonctionnels
(Vegvar & Dahlberg, 1990; Cheng et al., 1995; Lafontaine & Tollervey, 1995;
Maxwell & Fournir, 1995; Yu et al., 1999). Cependant, l’étude du groupe de Suzuki
et collaborateurs (2001) fournit des preuves que Gsplp régule la maturation des
ARNr via Dis3p/Rrp4p indépendamment de son rôle dans le transport
nucléocytoplasmique des macromolécules. En effet, contrairement aux mutants
présentant un défaut de transport, ceux des banques de mutants dis3 et gsp]
n’accumulent pas d’ARN pré-messagers. De plus, l’extrémité 5’ des ARNr 5,85 est
modifiée correctement chez ces derniers alors que des nucléases, hélicases,
ribonucléoprotéines et facteurs d’assemblage de ribosome doivent être importés dans
le noyau pour permettre cette maturation (Allmang et ai., 2000). Le modèle proposé
est que Gsplp/Ran régulerait l’assemblage et la dissociation de l’exosome via
Dis3pfRrp4p.
1.3.4. Régulation dit cycle cellulaire.
Le cycle cellulaire est composé d’une série d’événements ordonnés dont la
finalité est la duplication et la ségrégation de toutes les composantes cellulaires afin
de permettre la division d’une cellule en deux cellules filles. La progression de ce
processus est régulée spatialement et temporellement par différents points de contrôle
dans le but d’assurer que la poursuite du cycle ne soit pas enclenchée avant que
l’étape en cours ne soit complétée. Cette coordination est essentielle à la viabilité des
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descendants de la cellule en division et est effectuée par des complexes de cyclines et
kinases cycline-dépendantes localisées autant dans le noyau que dans le cytoplasme
(Hartwell & Weinert, 1989; Dunphy, 1994; Karlsson et al., 1999).
Afin de mieux comprendre les mécanismes régissant ce processus, Nishimoto et
collaborateurs (1978a,1982) ont isolé des mutants de prolifération cellulaire
thermosensibles à partir de la lignée de cellules de foie de bébés hamsters BHK21.
Un de ceux-ci, nommé tsBN2, porte une mutation ponctuelle dans le gène RCC]
(Uchida et al., 1990). À température restrictive, ces cellules entrent prématurément
en mitose à partir de la phase S. Il en résulte une condensation précoce des
chromosomes engendrée par l’échec du maintien du point de contrôle responsable de
l’arrêt en interphase en réponse à la synthèse incomplète d’ADN (Nishimoto et al.,
197$b; Nishitani et al., 1991). Il a donc été proposé que RCC1, sur la chromatine,
surveillerait la progression de la réplication de l’ADN afin de la coupler avec
l’initiation de la mitose. Le facteur promoteur de la mitose (MPF) étant responsable
de la condensation des chromosomes lorsqu’il est activé par la phosphatase Cdc25c,
Nishimoto (2000) a suggéré que la régulation négative de MPF est déficiente chez le
mutant tsBN2. En effet. il a été montré que Cdc25c, normalement localisée dans le
cytoplasme, entre dans le noyau chez ces cellules à température restrictive (Seki et
al., 1992). L’hypothèse que RCC1 inhiberait la synthèse de l’activateur de MPF a été
étudiée afin d’établir un lien entre ceux-ci et la condensation des chromosomes
(Nishijima et al., 1997; Karlsson et al., 1999). Cependant les hypothèses actuelles
sont que la perte de l’activité de RCC1 détruirait la compartimentation cellulaire en
dissipant le gradient de Ran-GTP déterminant l’orientation du transport
nucléocytoplasmique, ce qui permettrait à MPF d’interagir avec ses activateurs
(Nishimoto, 2000).
Dans le même ordre d’idées, Ran et RCC1 coupleraient les événements nucléaires
avec le contrôle de la croissance cellulaire. Effectivement, il a été démontré que les
fonctions régulées par ceux-ci ont lieu seulement chez les cellules en division.
L’équipe de Coutavas et collaborateurs (1993) a même suggéré que RanBP1, le co
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activateur de l’activité GiPase de Ran, serait un intermédiaire dans le contrôle de la
progression du cycle cellulaire par cette dernière et RCC 1. En effet, la surexpression
de celle-ci affecte le déroulement de différentes étapes du cycle cellulaire (Battistoni
et al., 1997). De plus, ses niveaux sont régulés par ce processus en augmentant de la
phase S à la phase M pour atteindre un pic durant la métaphase et diminuer
abruptement à la fin de la télophase (Guarguaglini et al., 2000). Il a aussi été montré
que le taux d’import nucléaire est plus élevé chez les cellules en prolifération
comparativement à celles dont la croissance est arrêtée (Feldherr & Akin, 1993).
Donc, il serait possible que la machinerie de transport nucléaire soit régulée par le
cycle cellulaire via une voie ciblant Ran et RCC1 (Yoneda, 1997).
Cependant, des expériences menées sur des extraits d’oeuf de Xenopus fournissent
des preuves que le rôle de Ran dans le maintien du point de contrôle de réplication de
l’ADN est indépendant du transport nucléocytoplasmique. Effectivement, dans des
extraits cyclant entre la phase S et M et dépourvus de noyaux auxquels Ran stabilisée
en conformation liée en GDP a été ajoutée, un blocage d’entrée en mitose a été
observé (Kornbluth et al., 1994). Même si le rôle de Ran dans la progression du
cycle cellulaire a clairement été montré chez les eucaryotes supérieurs, il en est tout
autrement chez la levure. Hayashi et collaborateurs (1996) ont donc recherché des
suppresseurs du mutant srml-] présentant des phénotypes spécifiques au cycle
cellulaire. Un des suppresseurs isolés est le mutant dedl-2], un gène encodant
normalement une ARN hélicase ATP-dépendante et appartenant à la famille DEAD
box. fl est connu que des membres de cette dernière sont impliqués à plusieurs
niveaux dans le cycle cellulaire et dans le métabolisme des ARNm (Maekawa et al.,
1994; Lazaris-Karatzas et al., 1990), des processus dans lesquels RCC1 semble aussi
intervenir. De plus, le mutant dis3-54 a été identifié comme présentant un défaut
mitotique chez S. pombe et une létalité synthétique avec des mutants chez qui la
ségrégation des chromosomes est affectée (Kinoshita et al., 1991). Puisqu’il a été
démontré que son homologue chez S. cerevisiae interagit avec Gsplp et augmente
l’activité d’échange de nucléotide guanine de Prp2Op, il a été suggéré que le cycle
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GDP/GTP de Gsplp soit impliqué dans une cascade de phosphatases comprenant
Dis3p et régulant la progression du cycle cellulaire (Noguchi et aÏ., 1996).
1.3.5. Régulation dtt réseau des microtubtiles.
Chez les eucaryotes supérieurs, le transport nucléocytoplasmique des
macromolécules est très actif durant l’interphase. Cependant, l’entrée en mitose
entraîne la destruction de la membrane nucléaire, ce qui inactive ce processus.
Puisque le réseau des microtubules se dissocie à cette étape du cycle cellulaire, les
centrosomes dupliqués servent de site de nucléation des nouveaux microtubules pour
synthétiser un fuseau mitotique. Celui-ci permettra aux chromosomes dupliqués de
s’aligner à l’équateur de la cellule en division et de migrer vers des pôles opposés
avant qu’une nouvelle membrane nucléaire ne soit formée (Takai et aÏ., 2001).
Plusieurs expériences ont suggéré que la stabilisation des chromosomes par les
microtubules requiert la production d’une enzyme associée à la chromatine et
distribuée par diffusion en un gradient inversement proportionnel à la distance du
chromosome (Andersen, 1999). Ce phénomène a été nommé effet de distance. Il a
été proposé que Ran-GTP soit ce facteur, car une fraction significative de RCC 1
demeure liée à la chromatine lors de la mitose et son activité est essentielle à la
formation du fuseau mitotique (Carazo-Salas et al., 1999; Kahana & Cleveland, 1999;
Kalab et al., 1999). Il a été montré que l’hydrolyse de GTP par Ran est requise, mais
pas essentielle, pour l’élongation des microtubules. En effet, l’utilisation d’analogues
non hydrolysables de GTP permet la croissance des microtubules, mais ces derniers
sont plus courts que ceux obtenus lorsque l’hydrolyse de GTP est possible
(Nishimoto, 2000). Ran semble donc réguler la dynamique de transition entre le
rétrécissement et l’élongation des microtubules. Cependant, la polymérisation des
microtubules à partir de sous-unités de tubuline purifiées ne peut pas être stimulée par
le seul ajout de Ran-GTP. Effectivement, elle requiert des protéines motrices,
appelées dynéines, et d’autres facteurs associés au centrosome, tels que les protéines
NuMA et TPX2 (Ohba et aÏ., 1999; Wilde & Zheng, 1999). De plus, l’isolement de
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RanBPM, une protéine centrosomale, comme partenaire deux-hybrides de Ran-GTP
et la démonstration que la hausse des niveaux de cette dernière entraîne la formation
de centres d’organisation des microtubules ont permis d’associer Ran aux activités de
nucléation des microtubules centrosomaux (Nakamura et al., 1998).
Dans le but de mieux comprendre le rôle de Ran dans l’assemblage du fuseau
mitotique, Gruss et collaborateurs (2001) ont émis comme hypothèse que les
récepteurs de transport seraient de bons candidats effecteurs dans ce processus. Le
modèle accepté jusqu’à maintenant est le suivant. Les protéines TPX2 et NuMA,
connues comme pouvant stimuler la nucléation des microtubules, ont la capacité de
lier les importines ct et f3. Lorsque complexées à cet hétérodimère, elles sont
incapables d’exercer leur fonction. Alors, durant l’interphase, ces protéines motrices
sont séquestrées dans le noyau, ce qui assure qu’elles ne seront pas actives sur les
microtubules cytoplasmiques à ce moment inapproprié. Lorsque la membrane
nucléaire est détruite au début de la mitose, il y a augmentation de l’activité de TPX2
et NuMA à proximité des chromosomes, car la concentration élevée de Ran-GTP
dissocie le complexe inhibiteur. Ces deux protéines sont donc des cibles régulées par
Ran lors de ce processus (Gruss et aÏ., 2001; Wiese et al., 2001; Nachury et aï.,
2001). De plus, il a été montré que lorsque TPX2 est active, elle régule le ciblage de
la kinase Aurora A au fuseau mitotique où, par phosphorylation, elle active à son tour
la protéine motrice de microtubules Eg5. Cette dernière semble donc être une cible
indirecte de Ran (Kufer et al., 2002). Donc, la fonction de Ran dans la formation du
réseau de microtubules ressemble à son rôle dans le transport nucléocytoplasmique
des macromolécules. Cependant, des expériences menées sur des extraits d’oeuf de
Xenopus ont démontré que Ran-GTP peut réguler l’assemblage du fuseau mitotique
et que ce rôle est clairement distinct de sa fonction dans le transport. En effet, les
conditions expérimentales utilisées ne permettaient pas l’assemblage de l’enveloppe
nucléaire (Sazer & Dasso, 2000).
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Le mécanisme par lequel Ran régule le fuseau mitotique chez la levure est
nécessairement différent de celui proposé chez les métazoaires, car son noyau
demeure intact tout au long du cycle cellulaire. Par contre, il existe des preuves
scientifiques impliquant Ran dans la régulation des microtubules chez S. cerevisiae.
Effectivement, la surexpression de PRP2O supprime l’effet toxique chez certains
mutants de la tubuline Œ dont la croissance est arrêtée à cause d’un excès de
microtubules nucléaires et cytoplasmiques (Kirkpatrick & Solomon, 1994). De plus,
la surexpression de G$Pl ou YRBJ augmente la sensibilité au benomyl, une drogue
anti-microtubulaire, en plus de diminuer les taux de disjonction des chromosomes
mitotiques (Ouspenski et aï., 1995). D’autant plus que le mutant yrbl-21 devient
binucléé à température restrictive, car il est incapable d’orienter adéquatement son
fuseau mitotique au niveau du bourgeon. Il a été montré que, dans ces conditions, le
transport nucléocytoplasmique des macromolécules n’est pas perturbé (Ouspenski,
199$). La découverte récente d’un facteur d’échange de nucléotide guanine
cytoplasmique pour Gsplp, Bud5p, est un autre élément de preuve appuyant
l’implication directe de Gsplp dans l’organisation et la structure des microtubules
(Clément et al., 2001).
1.3.6. Biogenèse et organisation nucléaire.
La double membrane nucléaire distingue un compartiment subcellulaire à
l’intérieur duquel la réplication, réparation et transcription en ARN de l’ADN
génomique se déroulent de manière spatialement isolée du cytoplasme. Chez certains
organismes eucaryotes, la répartition des chromosomes dupliqués dans deux cellules
filles lors de la mitose, dite ouverte, requiert la disparition de la membrane nucléaire
et la dissociation des NPCs (Burke & Ellenberg, 2002). Leurs composantes sont
alors redistribuées dans la cellule. Cependant, elles doivent être re-ciblées au niveau
des chromosomes décondensés dans le but de former une nouvelle enveloppe
nucléaire à la fin de ce processus cellulaire (Dasso, 2002). Ran, de par sa localisation
cellulaire spécifique à son état de liaison au nucléotide guanine, sert de marqueur de
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la position des chromosomes. Cette petite protéine G est donc essentielle à
l’assemblage de l’enveloppe nucléaire au bon endroit à la fin de la mitose en plus
d’être impliquée dans le maintien de l’ADN génomique à travers le cycle cellulaire et
la propagation de celui-ci (Kuersten et al., 2001).
Ce sont des études menées sur les cellules tsBN2 qui ont permis de faire un lien
entre la voie de la GiPase Ran et l’assemblage nucléaire. Lorsque celles-ci sont
incubées à température restrictive au cours de leur phase S ou G2, elles sont
incapables d’assembler adéquatement leur noyau en fin de mitose. Ceci engendre
donc la formation de micronoyaux autour de leurs chromosomes fragmentés et
condensés, mais l’enveloppe nucléaire semble de morphologie normale (Nishitani et
al., 1991; Huang et al., 1997). Des expériences menées sur des membranes extraites
d’oeuf de Xenopus suggèrent plutôt un rôle direct de Ran dans les étapes précoces de
biogenèse du noyau. Elles leur ont permis d’observer la capacité d’assemblage d’une
enveloppe nucléaire renfermant des pores nucléaires autour de billes recouvertes de
Ran, RCC1 ou d’importine E3. Il a été montré que les billes recouvertes de Ran
peuvent synthétiser une structure semblable à l’enveloppe nucléaire et que l’échange
de nucléotide guanine par RCC1 en plus de l’hydrolyse de GTP stimulée par
RanGAP1 sont requis (Hetzer et al., 2000). Puisque les billes recouvertes de RCCÏ
sont incapables d’assembler une telle structure et que Ran-GTP peut lier directement
les histones H3 et H4 indépendamment de son interaction avec RCC 1 (Bilbao-Cortes
et aÏ., 2002), il a été suggéré que Ran-GTP liée de cette façon à la chromatine post
mitotique est nécessaire et suffisante pour recruter la membrane nucléaire.
Cependant, ces essais ont aussi montré que l’importine f3 est requise dans ce
processus et que ses capacités d’interagir avec les nucléoporines et Ran-GTP sont
essentielles, alors que son affinité pour l’importine Œ ne l’est pas. Il a donc été
proposé que l’importine f3 permet l’assemblage de l’enveloppe nucléaire via la
mobilisation des composantes du NPC plutôt qu’en interagissant avec des protéines
cargos dépendantes de l’importine Œ. Conséquemment, le rôle principal de Ran-GTP
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pourrait être le recrutement des composantes du NPC via l’importine f3 (Zhang &
Clarke, 2000, 2001; Zhang et aï., 2002).
Le modèle proposé par Dasso (2002) est le suivant. La production localisée de
Ran-GTP stimulée par RCC1 permet sa liaison à la chromatine. Suite à cette
association indépendante de RCC1, Ran-GTP y recrute des vésicules membranaires
renfermant des composantes du NPC en interagissant avec l’importine f3. Ensuite,
l’hydrolyse de GTP stimulée par RanGAP1 entraîne la fusion des vésicules pour
former les membranes nucléaires internes et externes. Ce modèle est distinct du rôle
de Ran dans le transport nucléaire, car il n’implique pas la liaison à des protéines
cargos. Il repose plutôt sur l’affinité de l’importine f3 pour les nucléoporines. De
plus, la morphologie anormale des noyaux obtenus chez les cellules tsBN2 semble
reliée plus intimement à des défauts de régulation du cycle cellulaire ou d’assemblage
du réseau des microtubules qu’au transport nucléocytoplasmique des
macromolécules (Azuma & Dasso, 2000).
Chez les eucaryotes où l’enveloppe nucléaire reste intacte lors de la mitose, dite
fermée, tout assemblage de pore nucléaire requiert une insertion dans une double
membrane préexistante et a déjà été montrée par des essais in vitro chez Xenopus
(Macaulay & Forbes, 1996). Le groupe de Ryan et collaborateurs (2003) a présenté
la première preuve scientifique que le cycle GDP/GTP de Ran est nécessaire dans ce
mécanisme chez 8. cerevisiae en identifiant les gènes GSFJ, RATA], FRP2O et NTF2
comme étant responsables des perturbations au niveau de la membrane nucléaire et de
l’accumulation de vésicules membranaires renfermant des nucléoporines lorsqu’ils
sont mutés. De plus, ce cycle semble aussi impliqué dans la croissance et le maintien
de l’enveloppe nucléaire. En effet, la mutation pim]-d], l’homologue de PRP2O chez
£ pombe, provoque une fragmentation de l’enveloppe nucléaire après la mitose,
même si celle-ci demeure intacte normalement à travers le cycle cellulaire.
Cependant, il est impossible de conclure que Ran influence directement l’intégrité de
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l’enveloppe nucléaire, car la morphologie des chromosomes est aussi affectée chez ce
mutant (Demeter et al., 1995).
1.4. Rationalisation du projet de recherche
Cette première section du contexte théorique a permis de mettre en évidence que
le cycle GDP/GTP de Ran affecte plusieurs processus cellulaires chez les eucaryotes.
Quelques-unes de ses cibles intervenant dans ces mécanismes sont connues, mais
d’autres restent à découvrir. Cependant, plusieurs éléments de preuves accordent un
rôle direct de Ran, indépendant de sa fonction dans le transport nucléocytoplasmique
des macromolécules, dans plusieurs de ces voies cellulaires.
Dans l’optique où Gsplp pourrait être impliquée dans d’autres processus que ceux
identifiés précédemment, nous avons tenté d’isoler de nouveaux partenaires
protéiques de cette petite protéine G ne leur étant pas reliés. Nous avons choisi la
technique de la librairie d’épitopes phagiques (Scott & Smith, 1990), car le groupe de
Noguchi et collaborateurs (1996) a déjà eu recours à celle du deux-hybrides et nous
ne voulions pas reproduire leurs résultats. Parmi les peptides isolés, la séquence
SPHQPSL a été repêchée à deux reprises (Clément & Beihumeur, résultats non
publiés). Après comparaison de cette séquence peptidique à une banque de données
renfermant celles de tous les cadres de lecture ouverts de S. cerevisiae, la protéine
Lrelp a été identifiée comme partenaire protéique potentiel de Gsplp. En effet, elle
renferme ce peptide aux positions 205 à 211, dont deux acides aminés sont différents.
De fait, l’histidine et la glutamine sont remplacées respectivement par la leucine et
l’arginine chez Lrelp. Les connaissances actuelles sur cette protéine seront donc
abordées dans la section suivante.
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2. La protéine Lrelp
2.1. Caractéristiques de Lrelp
En 1997, le groupe de Lai et collaborateurs a effectué un criblage dans le but
d’identifier des gènes qui, lorsque exprimés en copies multiples, entraînent une
résistance à la laminarinase, un enzyme dégradant spécifiquement les liens f3-1-3-
glucanes de la paroi cellulaire. Suite à la comparaison d’une des séquences
nucléotidiques isolées avec la base de données GenBank, le gène LREÏ
(Laminarinase resistance), situé sur le chromosome III de S. cerevisiae, a été associé
à cette résistance. Celui-ci code pour une protéine hydrophile neutre de 583 acides
aminés non essentielle. Une recherche d’homologues du gène LRE] chez les
eucaryotes à l’aide de bases de données a permis d’identifier le gène HLR]
(Homologue of jelp), présent sur le chromosome IV de S. cerevisiae. De plus,
l’homologie semble limitée à ceux-ci. Le produit du gène HLR] est une protéine de
423 acides aminés dont les 286 acides aminés de sa portion N-terminale partagent 34
% d’identité avec ceux de la protéine Lrelp. Il a même été montré à deux reprises
que ce sont des homologues fonctionnels (Alonso-Monge et aÏ., 2001; Versele &
Thevelein, 2001).
2.2. Rôles cellulaires de Lrelp
2.2.1. Généralités.
Jusqu’à présent, le produit du gène LRE] est très peu caractérisé. Il pouffait
même être classé dans la catégorie des gènes orphelins regroupant tous ceux dont la
fonction est inconnue et qui ne présentent aucune homologie in silico (Oliver et al.,
1992). Dans le but d’associer une fonction à plusieurs de ces gènes orphelins, une
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série de tests phénotypiques a été menée sur différentes souches portant une délétion
dans un de ces gènes (Bianchi et ai., 1999). Grâce à cette approche, il a été suggéré
que Lrelp pourrait être impliquée dans des voies cellulaires contrôlées par une
balance entre la phosphorylation et la déphosphorylation de protéines spécifiques. En
effet, le mutant ire iz.1 présente une sensibilité à différents inhibiteurs de kinases et
phosphatases. Cependant, puisqu’un lien entre Lrelp et la paroi cellulaire a été
montré, il serait possible que la sensibilité observée soit causée par une augmentation
de la perméabilité aux composés à l’étude chez le mutant ire]ii, dont la paroi
cellulaire pourrait être altérée.
Fort heureusement, le gène LRE1 a été isolé dans quelques criblages récents.
Ceux-ci ont permis d’associer Lrelp à des fonctions de maintien et assemblage de la
paroi cellulaire, de contrôle de cibles affectées par la protéine kinase dépendante de
l’AMPc (PKA) ainsi que d’inhibition de la kinase Cbklp. Les efforts de
caractérisation de cette protéine dans ces processus cellulaires seront abordés plus en
détails dans cette section.
2.2.2. Maintien et assemblage de ta paroi cellulaire.
La paroi cellulaire est une structure extrêmement rigide recouvrant la membrane
plasmique et responsable de la morphologie des cellules fongiques (Cabib et ai.,
1988). Son intégrité est vitale, car elle apporte une protection contre le choc
osmotique et plusieurs autres agents physiques. De plus, elle constitue une barrière
de perméabilité sélective et offre un support pour des enzymes impliqués notamment
dans sa biosynthèse. De surcroît, elle permet la reconnaissance entre cellules et leur
adhésion (Stratford, 1994). Chez S. cerevisiae, elle est composée de chitine (0,6 à 2,7
%), de phosphomannoprotéines (20 à 23 %) ainsi que de polymères 3-1-3-glucanes et
f3-1-6-glucanes (48 à 60 %) (Fleet, 1985) et présente une structure stratifiée. La
couche interne renferme principalement des complexes formés de f3-1-3-glucanes et
de chitine alors que la couche externe est composée de phosphomannoprotéines. Une
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couche intermédiaire de 3-1-6-glucanes joint les composantes des couches internes et
externes (Lipke & Ovalle, 1998).
Le polymère f3-1-3-glucane est le principal responsable de la rigidité associée à
cet organelle et est produit par la j3-1-3-glucane synthase. Cet enzyme est composé
de deux sous-unités. Sa sous-unité catalytique est une protéine membranaire produite
à partir des gènes fKS1 et FKS2 (Mazur et al., 1995) alors que sa sous-unité
régulatrice est la petite protéine G Rholp (Qadota et al., 1996). Lorsque cette
dernière acquiert sa conformation liée en GTP, elle active la protéine kinase C,
Pkclp. Celle-ci stimule une cascade MAP kinase qui régule l’expression de plusieurs
gènes impliqués dans la synthèse de la paroi cellulaire (Nonaka et al., 1995; Kamada
et al., 1996). Il a aussi été suggéré que Rhoip soit impliquée dans l’organisation du
cytosquelette à l’extrémité du bourgeon de la cellule via l’activation de cette voie
(Helliwell et al., 1998).
Dans le but d’identifier des gènes impliqués dans le maintien de la structure de la
paroi cellulaire, le groupe de Lai et collaborateurs (1997) a effectué un criblage de
suppresseurs multicopies protégeant les glucanes de la digestion par la laminarinase.
Un des plasmides 2j.i isolés porte un insert d’environ 5,5 kb renfermant trois cadres de
lecture ouverts correspondants aux gènes AFAI, LREI et PBN1. Ils ont montré que la
résistance à cette 3-1 -3-glucanase est possible par la seule surexpression de LREJ et
qu’elle est dose dépendante. Cependant, ces conditions n’entraînent pas de
changements notables dans la structure de la paroi cellulaire ou dans l’activité de la
3-1-3-glucane synthase. Ces effets sont observés lorsque LRE1 et FBNJ sont
surexprimés simultanément. Le produit de ce dernier est impliqué dans la maturation
de Prblp, une protéase hydrolase vacuolaire B (Naik & Jones, 1998). De plus, la
délétion du gène LRE] n’augmente pas la sensibilité à la laminarinase. Le rôle de
Lrelp et Pbnlp dans le maintien de la paroi cellulaire reste encore à déterminer.
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Dans le but d’isoler des facteurs impliqués dans la synthèse de J3-1-3-glucane, un
mutant thermosensible Jks]-]]54 Jks2A, dont la 3-l-3-glucane synthase est
défectueuse à température restrictive, a été utilisé. La protéine Lrelp présente en
plusieurs copies chez ce mutant renverse l’inhibition de croissance observée en
agissant positivement sur la synthèse de 3-1-3-glucane. Puisque la surexpression de
LRE] supprime aussi les défauts de phosphorylation de la MAP kinase MpkÏp chez
le mutant rho]-2 soumis à un choc thermique, Lrelp semble également agir
positivement sur la cascade MAP kinase activée par Pkclp. Il a donc été proposé que
Lrelp soit une composante d’une voie régulant la synthèse de f3-1-3-glucane via
l’activation de Rhoip et intervenant en amont de Fksip et Pkclp (Sekiya-Kawasaki
et aÏ., 2002).
Les réponses enclenchées suite à l’exposition à certains stress environnementaux
permettent à la cellule de s’adapter à ces nouvelles conditions en plus de réparer les
molécules qui ont été endommagées. Chez 8. cerevisiae, la voie HOG est induite
spécifiquement par des pressions osmotiques élevées alors que la voie PKC régule la
réponse aux conditions hypotoniques (Hohmann, 2002). Les scientifiques ont émis
l’hypothèse que les cellules levuriformes pourraient remodeler leur paroi cellulaire en
réponse aux stress osmotiques. Une recherche de suppresseurs qui, lorsque exprimés
en copies multiples, suppriment l’osmosensibilité associée à des mutants affectant ces
deux voies a été effectuée. Le gène LRE] a été identifié lors de ce criblage et il a été
montré que sa surexpression entraînait aussi une résistance de ces mutants à des
enzymes dégradant la paroi cellulaire (Alonso-Monge et al., 2001).
LRE] semble aussi interagir génétiquement avec la voie de polarisation
vésiculaire. Effectivement, il a été isolé comme suppresseur multicopies de la
thermosensibilité associée au mutant mrs6-2. II a été montré que celui-ci est
incapable de cibler les vésicules de sécrétion à des sites spécifiques dans la cellule à
température restrictive. Ceci entraîne, entre autre, la formation d’une paroi cellulaire
altérée (Bialek-Wyrzykowska et al., 2000). fi a donc été proposé que Lrelp pourrait
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réguler le transport vésiculaire vectoriel visant à amener les composantes de la paroi
cellulaire au bon site dans la cellule afin de les incorporer dans cette structure
(Alonso-Monge et aÏ., 2001).
Même si les travaux cités précédemment fournissent des preuves génétiques
reliant Lrelp à une fonction de biogenèse et de maintien de la paroi cellulaire, aucun
modèle précis impliquant cette protéine dans ces processus n’a été défini jusqu’à
maintenant.
2.2.3. Contrôle de cibles affectées par ta protéine kinase dépendante de t’AYPc.
La voie de la protéine kinase dépendante de l’AMPc (PKA) régule plusieurs
processus cellulaires en réponse à la disponibilité d’une source de carbone
fermentescible chez S. cerevisiae. Cette voie de signalisation a été largement étudiée
ces dernières années. Ceci a permis de caractériser les mécanismes l’activant ainsi
que bon nombre d’intermédiaires intervenant dans la transduction de signal et dans la
régulation de ses cibles cellulaires. Le modèle émergeant de ces travaux sera abordé
dans cet ouvrage et est présenté à la figure 3.
Seulement deux stimuli ont été identifiés comme activateurs de la voie PKA in
vivo, soit une source de carbone fermentescible, tel le glucose, et l’acidification
intracellulaire. L’induction de cette cascade de signalisation par le glucose requiert
un système composé d’un récepteur, la protéine G Gprlp, couplé à la protéine G
Gpa2p qui est aussi régulée négativement par Rgs2p (Kraakman et aÏ., 1999). Dans
ce système, Gprlp agit à titre de senseur des niveaux extracellulaires de glucose et
catalyse l’échange de nucléotide guanine sur Gpa2p lorsqu’elle est activée par cette
source de carbone fermentescible (Rolland et aÏ., 2000). En ce qui concerne Rgs2p,
elle accélère l’hydrolyse de GTP par la protéine Gpa2p (Versele et al., 1999) et
inhibe la transduction de signal en poussant cette dernière à adopter une conformation
inactive. Effectivement, seule Gpa2p liée en GTP est capable de stimuler l’adénylate
cyclase. Celle-ci se compose des protéines Cdc35p et Cyrlp en plus d’être associée à
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figure 3 — Voie de transduction de signal de la protéine kinase
dépendante de l’AMPc. Le récepteur Gprlp est un senseur du glucose extracellulaire. Il
provoque la synthèse d’AMPc par l’adénylate cyclase via la protéine Gpa2p qui peut
retrouver sa conformation inactive suite à la stimulation de son activité GTPase par Rgs2p.
L’acidification intracellulaire entraîne aussi la production du second messager en inhibant la
fonction d’hydrolyse de GTP des protéines Ras induite par Iralp et Ira2p. L’AMPc permet
l’activation de la PKA qui à son tour régule plusieurs processus cellulaires en déclenchant
des cascades de phosphorylation. Elle exerce également une rétroaction négative sur sa
propre activité en inhibant la synthèse d’AMPc et en stimulant les phosphodiestérases Pdelp
et Pde2p à convertir celui-ci en AMP (Inspiré de Thevelein & de Winde, 1999).
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la protéine CAP, impliquée dans la régulation de cet enzyme. L’adénylate cyclase est
responsable de la conversion d’ATP en AMPc qui agit à titre de second messager
(Thevelein & de Winde, 1999). En effet, l’AMPc sert de signal activateur pour la
PKA, la composante centrale de cette voie. Cette dernière est constituée de deux
sous-unités catalytiques, synthétisées à partir des gènes TFK], TFK2 et TFK3 (Toda
et al., 1987b), qui sont associées à une sous-unité régulatrice formée d’un
homodimère de la protéine Bcylp (Toda et al., 1987a). Cette conformation inactive
de la PKA est localisée dans le noyau. La liaison de deux molécules d’AMPc à
chacune des sous-unités régulatrices entraîne l’activation de la PKA en provoquant la
dissociation des sous-unités catalytiques. Ces dernières s’accumulent ensuite très
rapidement dans le cytoplasme où, en activant des cascades de phosphorylation, elles
contrôlent plusieurs processus métaboliques (Griffioen et aÏ., 2000). De fait, elles
influencent négativement l’accumulation de tréhalose et glycogène, la résistance aux
stress et la gluconéogenèse alors que la glycolyse ainsi que la croissance et la
prolifération sont régulées à la hausse (Thevelein & de Winde, 1999). De plus, il a
été montré que la stimulation de la voie PKA agit de manière négative sur la durée de
vie et le silencing transcriptionnel télornérique (Lin et al., 2000).
Tous ces effets peuvent aussi être enclenchés par les niveaux d’acidité
intracellulaire. La fonction présumée de ce contrôle de la voie PKA pourrait être le
maintien de niveaux acceptables d’ATP et d’un pH adéquat en présence d’une source
de carbone fermentescible restreinte. En effet, sous cette condition, il a été montré
que les niveaux d’ATP intracellulaires chutent drastiquement, ce qui entraîne une
baisse du pH. Afin de régénérer l’ATP, la cellule puise dans ses réserves de tréhalose
et glycogène en activant la voie PKA (Colombo et al., 1998; Thevelein & de Winde,
1999). Concrètement, le rôle de l’acidification intracellulaire est de stimuler
l’adoption d’une conformation liée en GTP des protéines Raslp et Ras2p en inhibant
l’activation de leur GTPase induite par fralp et fra2p (Rolland et al., 2000). De plus,
les taux cellulaires de la forme active de ces protéine G augmentent rapidement, car
leur facteur d’échange de nucléotide guanine Cdc25p est aussi un activateur de cette
voie et sa fonction n’est pas influencée par l’acidité cellulaire (Thevelein, 1994).
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Dans cette conformation, les protéines Raslp et Ras2p agissent positivement sur la
synthèse d’AMPc par l’adénylate cyclase, ce qui déclenche la cascade de transduction
de signal.
La voie PKA peut être régulée négativement en faisant diminuer les niveaux
intracellulaires de son second messager. Les phosphodiestérases de haute et faible
affinité pour l’AMPc, respectivement Pdelp et Pde2p, sont responsables de
l’hydrolyse de ce nucléotide cyclique en AMP (Sass et aÏ., 1986; Nikawa et aï.,
1987). Cependant, la concentration d’AMPc cellulaire ne semble pas affectée chez
les souches où les gènes codant pour les phosphodiestérases ont été délétés. Par
contre, elle augmente chez celles dont ces délétions sont combinées à une mutation
dans les gènes RAS. Il a donc été proposé que les phosphodiestérases pourraient être
activées par phosphorylation via les sous-unités catalytiques de la PKA (Ma et al.,
1999). Ces dernières exercent aussi une très forte rétroaction négative sur la synthèse
d’AMPc. Cependant, les mécanismes en jeu ne sont pas bien connus (Thevelein,
1994).
Le gène LRE] a été isolé lors d’un criblage pour des suppresseurs multicopies de
la perte de résistance à la chaleur induite par le glucose chez le mutant hsp]04z1
hxk2zi tpsM, une souche déficiente dans la synthèse de tréhalose et dans l’expression
de la protéine heat shock HsplO4p (Versele & Thevelein, 2001). Puisque les autres
gènes identifiés codent pour des protéines régulant négativement la voie PKA, les
phénotypes associés à la surexpression et la délétion de LRE] ont été comparés à
ceux caractérisant des mutants de la voie stimulée par l’AMPc. Selon les résultats de
ces travaux, Lrelp semble exercer une activité antagoniste à celle de la PKA dans
cette cascade de transduction de signal. Effectivement, sa présence en plusieurs
copies dans la cellule ou son absence totale entraînent des phénotypes, concernant la
résistance à la chaleur et les niveaux de tréhalose, semblables à ceux obtenus chez des
souches dont l’activité PKA est réduite. Cependant, des analyses épistatiques
démontrent que ces effets sont indépendants de l’AMPc et de la PKA. De plus, la
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kinase Yaklp, contrôlant une voie parallèle antagoniste à celle de la PKA (Garrett et
aÏ., 1991) et la kinase Sch9p, responsable des effets induits par le glucose et l’azote
sur des cibles partagées avec celles de cette voie (Toda et al., 1988; Crauwels et aï.,
1997), ne sont pas nécessaires à la fonction de Lrelp. En plus, Lrelp ne semble pas
agir en aval de la PKA sur la kinase Riml5p, régulée négativement par
phosphorylation et requise pour l’accumulation de réserves de tréhalose dans des
conditions de carence nutritionnelle (Reinders et al., 1998), ainsi que sur les facteurs
de transcription Msn2p et Msn4p, impliqués dans la réponse à divers stress et
modulés négativement par la PKA via un mécanisme de séquestration dans le
cytoplasme (Gôrner et al., 1998; Smith et aï., 1998b). En bref, ces travaux semblent
démontrer que Lrelp agit sur la perte de résistance à la chaleur induite par le glucose
de manière indépendante de la voie stimulée par l’AMPc (Versele & Thevelein,
2001).
Des preuves scientifiques récentes semblent associer une faible activité PKA au
processus de maintien de la paroi cellulaire. Effectivement, le gène PDE2 a été
identifié comme suppresseur multicopies de la dépendance au sorbitol d’un mutant
srbl-] hypersensible au choc hypotonique (Stateva et al., 1991; Tomlin et al., 2000).
Ce dernier a été caractérisé comme présentant des altérations au niveau de la paroi
cellulaire, notamment dans son contenu en glucanes et phosphomannoprotéines
(Maerkisch et al., 1983; Blagoeva et al., 1991). De plus, quelques phénotypes
associés au mutant pde2 semblent liés à des défauts au niveau de l’intégrité de cette
structure. En effet, il est très sensible au choc hypotonique provoquant la lyse des
cellules et sa porosité cellulaire est augmentée, car il peut être transformé avec de
l’ADN sans aucun recours à des ions lithium (Tomlin et al., 2000). En plus, la
sensibilité du mutant lre]zl à la caféine (Bianchi et al., 1999), un composé inhibiteur
des phosphodiestérases de l’AMPc et du GMPc, pourrait fournir un élément de
preuve supplémentaire supportant l’interaction génétique entre ces deux voies
cellulaires. Cependant, des travaux supplémentaires sont requis afin de mieux
comprendre le rôle de Lrelp dans ces processus.
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2.2.4. Inhibiteur de la kinase Cbklp.
Le gène CBK] code pour une kinase non essentielle bien conservée chez les
eucaryotes supérieurs et similaire à la kinase de la dystrophie myotonique humaine
NDR1 (Nasr et al., 1996). Les phénotypes associés au mutant cbk]A chez la souche
W303 sont la conversion du patron de bourgeonnement bipolaire à aléatoire, une
morphologie cellulaire ronde plutôt qu’ellipsoïdale et la formation de larges agrégats
de cellules (Racld et al., 2000). Puisque Cbklp régule la transcription du gène CT$1,
dont le produit est une endochitinase, via l’activation du facteur de transcription
Ace2p par phosphorylation (McBride et al., 1999; O’Conallain et al., 1999), il a été
proposé que ce dernier phénotype observé soit causé par une déficience au niveau de
la séparation des cellules chez ce mutant. En effet, l’anneau de chitine formé à la
base du bourgeon lors du cycle cellulaire doit être digéré afin de permettre la
dissociation des cellules mère et fille à la fin de la division et requiert l’activité de
Ctslp. Même si la transcription du gène CBK] n’est pas régulée par le cycle
cellulaire, sa localisation en est dépendante et essentielle à l’activation du facteur de
transcription Ace2p qui lui est sujet à une telle régulation. Cependant, Cbklp semble
contrôler la morphogenèse cellulaire et le patron de bourgeonnement
indépendamment de son effet sur l’expression de l’endochitinase (Racld et aÏ., 2000).
Un criblage deux-hybrides a été effectué afin d’identifier des substrats de la
kinase Cbklp et le gène LRE] a été isolé lors de cet essai (Racki et al., 2000). La
signification fonctionnelle de cette interaction a donc été étudiée plus en détails
(Versele & Thevelein, 2001). Premièrement, il a été démontré que la surexpression
de LRE] réprime la transcription du gène CTS], ce qui entraîne un phénotype
d’agrégation cellulaire, alors que l’effet contraire est observé chez un mutant lre]zi.
De plus, ce gène demeure réprimé chez un mutant cbklzi lre]zl et aucun effet de
répression additionnel n’est obtenu en surexprimant LRE] chez le mutant cbkM. Il a
aussi été montré que la surexpression de LRE] chez la souche W303 provoque un
changement du patron de bourgeonnement de bipolaire à aléatoire et de morphologie
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cellulaire ellipsoïdale à ronde. Ces analyses épistatiques semblent donc démontrer
que Lrelp affecte la séparation des cellules et le patron de bourgeonnement en
inhibant directement l’activité de Cbklp.
Une forte accumulation de tréhalose ainsi qu’une augmentation de la résistance à
la chaleur ont aussi été observées chez le mutant cbk]zi et ne sont pas affectées par la
surexpression ou la délétion du gène LREJ. Cependant, aucun effet sur les niveaux
de tréhalose n’a été obtenu chez le mutant ace2zi, alors que cette mutation confère
une résistance accrue à la chaleur. En plus, la surexpression de LRE] chez cette
souche permet d’amplifier ces phénotypes (Versele & Thevelein, 2001). 11 a été
suggéré que la hausse des réserves de tréhalose et de résistance à chaleur sont aussi le
résultat de l’effet inhibiteur de Lrelp sur Cbklp et qu’ils sont indépendants du facteur
de transcription Ace2p. De plus, la PKA n’exerçant aucun contrôle sur l’expression
du gène CT$], il semble que Lrelp et Cbklp ne fonctionnent pas en aval de la
cascade de signalisation déclenchée par cette kinase. Un modèle présentant une
nouvelle voie de régulation de certaines cibles affectées par la PKA a été proposé. Il
stipule qu’en condition de carence nutritionnelle ou d’inhibition de croissance, Lrelp
exercerait une fonction inhibitrice sur Cbklp. Conséquemment, ceci entraînerait
l’accumulation de molécules impliquées dans la protection contre divers stress, la
hausse des réserves de tréhalose et la biogenèse d’une paroi cellulaire plus robuste
permettant une élévation du seuil de résistance à la chaleur.
3. Problématique et objectifs de travail
Tel que mentionné dans la première section du contexte théorique, nous avons
déjà identifié Lrelp en tant que partenaire protéique potentiel de la petite protéine G
Gsplp grâce à la technique de la librairie d’épitopes phagiques (Clément &
Belbumeur, résultats non publiés). La fonction associée au gène LRE] n’étant pas
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bien définie et cette interaction génétique avec la voie PRF2O/GSPJ étant jusqu’à
présent insoupçonnée, ce travail a pour but de caractériser la protéine issue du gène
LRE] et son interaction avec Gsplp.
Cette étude comporte donc deux volets. Le premier consiste à confirmer
l’interaction présumée entre les protéines Lrelp et Gsplp, autant in vitro qu’in vivo.
En ce qui concerne le second volet, il vise à préciser le(s) rôle(s) cellulaire(s) de
Lrelp en déterminant sa localisation subcellulaire, les phénotypes associés à sa
délétion ainsi que ses partenaires protéiques et génétiques. De plus, ceci nous
permettra de spécifier la signification biologique de l’interaction entre ces deux
protéines. En bref, les résultats présentés dans cet ouvrage pourraient associer Gsplp
à d’autres fonctions cellulaires à caractériser.
CMÉTHODE
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1. Milieux de culture, plasmides et souches utilisées
Les milieux de culture ont été préparés selon les recettes décrites au tableau III.
Lorsqu’ils étaient utilisés sous forme de gélose, 2 % d’agar était ajouté. De plus, 100
tg/mL d’ampicilline ont été ajoutés au 2YT, 300 jtg/mL de généticine (Gibco BRL)
ou 100 .tg/mL de nourséothricine (WERNER BioAgents) ont été ajoutés au YPDA, 1
tg/mL d’antimycine A (Sigma) a été ajouté au YPDA ou au YP(G/E) et 25 jig/mL de
bromure d’éthidium ont été ajoutés au YNB-Leu/Met/UralHis glucose ou au YNB
Ura/Lys/Ade/Trp/His/Leu glucose selon les besoins. Dans le cas des milieux
renfermant de la nourséothricine, de l’acide glutamique (0,1 %) a été ajouté lors de
leur préparation. Les plasmides utilisés sont listés au tableau IV. La souche
Escherichia cou DHI OB (f mcrA zi(mrr-hsdRMS-mcrBC) P8OlacZAM]5 tilacX74
deoR recA] endA] araA]39 A(ara,leu) 7697 galUgalK 2- rpsL nupG (Gibco BRL)) a
servi d’hôte lors des constructions plasmidiques décrites dans les sections 2 et 3 alors
que les protéines de fusion GST ont été produites par la souche E. cou 3L2 f (f dcm
ompT hsdS(rBJnB.) gal). En ce qui concerne les souches de SaccÏ;arom,vces cerevisiae
utilisées dans cette étude, elles sont décrites au tableau V.
2. Clonages
Les méthodes standards décrites par Sambrook et al. (1989) ont été suivies lors
des manipulations de l’ADN recombinant, à moins d’avis contraire.
Le plasmide LRE1/pBluescript a été construit en insérant tin fragment de 2,5 kb,
obtenu suite à la digestion de l’ADN d’un clone génomique renfermant le gène LRE]
par l’enzyme de restriction EcoRV, entre les sites Ec113611 et EcoRV du vecteur
pBluescript.
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Le plasmide LREJIpMCS5 a été généré à l’aide d’un fragment de 1,9 kb obtenu
suite à la digestion du plasmide LRE]IpBluescript via les enzymes de restriction NheI
et EcoRV. Celui-ci a été inséré entre les sites Miel et Ec113611 du vecteur pMCS5.
Pour ce qui est des constructions issues de l’insertion de LRE] dans les vecteurs
pGEX-4T2 et pGEX-4T3, trois différents clonages ont été effectués avec des versions
tronquées de ce gène. Le plasmide LRE1i242jIpGEX-4T2 a été obtenu en digérant le
plasmide LRE]/pMCS5 avec HpaI et EcoRI, ce qui a généré un fragment de 750 ph
correspondant aux nucléotides codant pour les 242 premiers acides aminés de la
protéine Lrelp. Par la suite, ce fragment a été inséré dans le site SmaI du vecteur
pGEX-4T2. En ce qui concerne le plasmide LRE]11385831/pGEX-4T2, un fragment de
1,6 kb, codant pour les 445 derniers acides aminés de la protéine Lrelp, obtenu suite
à la digestion du plasmide LREI/pMCS5 à l’aide des enzymes de restriction Stul et
XhoI, a été inséré entre les sites SmaI et XhoI du vecteur pGEX-4T2. Finalement, le
plasmide LRE112375831IpGEX-4T3 a été construit suite à l’obtention d’un fragment de
1,3 kb, codant pour les 346 derniers acides aminés de la protéine Lrelp, grâce à la
digestion du plasmide LREJ/pMCS5 par EcoRI et XhoI. Ce fragment a été inséré
entre les sites EcoRI et XhoI du vecteur pGEX-4T3.
Le plasmide LRE]/YEp352 a été construit en insérant un fragment de 2,5 kb,
obtenu suite à la digestion de l’ADN d’un clone génomique renfermant le gène LRE]
par l’enzyme de restriction EcoRV, dans le site 5maI du vecteur YEp352.
Le plasmide LRE]/pT7Blue2 a été obtenu par le clonage suivant.
Premièrement, le gène LRE] a été amplifié à partir du plasmide LRE]/YEp352 à
l’aide des amorces P28 (G AAG AGC TCC AAT ACG CAT ACT CAA CAT; site
de restriction Ecl13611 en gras) et P29 (CAA GAI ATC TAA GGT TAC GAT TCA
CC; site de restriction EcoRV en gras). Les réactions de PCR ont été effectuées en
présence de dNTP (0,4 mM de chacun des dNTP suivants: dATP, dCTP, dGTP et
dTTP), de DMSO (10 %), de tampon Vent (10 mM KCÏ, 10 mM (NH4)2S04, 20 mM
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Tris-HC1, 2 mM MgSO4, 0,1 % Triton X-100), de MgCI2 (2mM) et d’ADN
polymérase Vent (2U) (NEB). Après 4 minutes d’incubation à 94°C, le cycle suivant
a été suivi: Ï minute à 94°C, 1 minute à 50°C et 2,5 minutes à 72°C, pendant 30
cycles. Les fragments de PCR obtenus ont été digérés par les enzymes de restriction
Ec113611 et EcoRV et purifiés suite à une migration sur un gel d’agarose 0,6 % et une
extraction de l’ADN du gel à l’aide du kit SEPHAGLASTM BandPrep (Amersliam
Pharmacia). Ce fragment a été inséré dans le site SmaI du vecteur pT7Blue2
(Novagen), tel que fourni par le fabriquant.
Pour ce qui est du plasmide ProtA-LRE]/pNOPPATA1L, il a été construit de
la façon suivante. Tout d’abord, le gène LRE] a été amplifié à partir du plasmide
LREJ/YEp352 à l’aide des amorces P29 (CAA GAI AIC TAA GGT TAC GAT
TCA CC; site de restriction EcoRV en gras) et P205 (T AGG AGI CGA CCC AAT
ACG CAT ACT CAA CAT GTG; site de restriction SalI en gras). Les réactions de
PCR ont été effectuées en présence de dNTP (0,4 mM de chacun des dNTP suivants:
dATP, dCTP, dGTP et drfP), de DMSO (10 %), de tampon Vent (10 mlvi KC1, 10
mM (NH4)2S04, 20 mM Tris-HC1, 2 mM MgSO4, 0,1 % Triton X-100), de MgC12
(2m1v1) et d’ADN polymérase Vent (2U) (NEB). Après 3 minutes d’incubation à
94°C, le cycle suivant a été suivi: 30 secondes à 94°C, 1 minute à 45°C et 1 minute à
72°C, pendant 25 cycles suivi d’une incubation finale de 2 minutes à 72°C. Les
fragments de PCR obtenus ont été digérés par SalI et purifiés suite à une migration
sur un gel d’agarose 0,6 % et une extraction de l’ADN du gel à l’aide du kit
SEPHAGLASTM BandPrep (Amersham Pharmacia). Ce produit de digestion a été
inséré dans le site SalI du vecteur PNOpI-ProtA.
3. Obtention de mutants trelA par la méthode de remplacement de gène
L’allèle lre]:.KANMx4 a été construit par clonage d’un fragment
SmaIfEcll36II de 1,5 kb, renfermant la cassette de résistance à la généticine
(K4NMx4) issue du plasmide K4NMx4/pFA6, entre les sites de restriction BsmI et
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Tthl iiI flanquant le gène LRE] déjà présent sur le vecteur pBluescript. Ensuite, le
plasmide obtenu (Ïrel:.K4NMx4/pBluescript) a été digéré par les enzymes de
restriction Bsu361 et XhoI pour obtenir un fragment de 2,5 kb comprenant l’allèle
lrel::KANMx4 utilisé pour transformer les souches PSY962, UCC3505, W303 et
YPH499 étalées sur une gélose YPDA additionnée de généticine. En ce qui concerne
l’allèle lre]::LYS2, il a été construit par clonage d’un fragment obtenu suite à la
digestion du vecteur pDP6, renfermant le marqueur de sélection LYS2, par l’enzyme
de restriction Hindiil entre les sites EcoRI et NdeI du plasmide LRE]/pBluescript.
Par la suite, le plasmide obtenu (Ïre]::LYS2/pBluescript) a été digéré par les enzymes
Bsu361 et XhoI dans le but d’obtenir un fragment comprenant l’allèle Ïrel.:LYS2
utilisé pour transformer la souche SEY6210 étalée sur une gélose YNB
Leu/UralHis/Trp glucose. La transformation a été effectuée tel que décrit à la section
4, à l’exception du fait que les cellules ayant reçu l’allèle lre]::KANMx4 ont été
incubées 4 heures à 30°C en guise de délai d’expression avant d’être étalées sur le
milieu sélectif. Afin de s’assurer que les allèles lrel::K4NMx4 générés in vitro se
sont intégrés au bon endroit dans le génome des souches recombinantes, leur ADN
génomique a été extrait en ajoutant un faible inoculum à 100 p.L de tampon
d’extraction (50 mM NaCI; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,5 % Triton X-100; 10 mM Tris
HC1, pH 8,0), l’équivalent de 0,1 g de billes de verre (diamètre de 0,5 mm), 25 1iL de
phénol et 25 iL de chloroforme. Après avoir vortexé vigoureusement pendant 4
minutes, les extraits ont été centrifugés 5 minutes à vitesse maximale. Un volume de
10 1iL du surnageant a été mélangé à 90 1iL d’eau et un PCR a été effectué sur 2 pi
de cette suspension d’ADN génomique en utilisant les amorces P199 (CTC CAC
AGG TTA TTG TGG TAT G) et P171 (TGA TTT TGA TGA CGA GCG TAA T).
La réactifs utilisés pour le PCR sont du tampon de PCR-colonie (12,5 mM Tris-HCI,
pH 8,5; 56 mM KC1), 1,5 mM de MgC12, 0,2 mM de chacun des dNTP (dATP,
dGTP, dCTP et dTTP), 10 pmol de chacune des amorces et 2 unités d’ADN
polymérase Taq (Roche). L’amplification des fragments d’ADN a été effectuée selon
le programme suivant 4 minutes à 94°C suivie de 35 cycles de 1 minute à 94°C, 1
minute à 50°C et 2 minutes à 72°C suivis d’une incubation finale de 10 minutes à
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72°C. Les échantillons de PCR ont été migrés sur un gel d’agarose 0,6 % coloré au
bromure d’éthidium.
4. Transformation bactérienne
Préalablement à la transformation, les cellules bactériennes ont été rendues
compétentes à la réception d’un plasmide selon un protocole modifié de Hanahan
(1983). Des colonies isolées à partir d’une culture pure ont été obtenues après une
incubation de 16 heures à 37°C sur gélose 2YT. Quinze de ces colonies ont par la
suite été repiquées dans 20 mL de 2YT. À l’obtention d’tine D.O.550nm de 0,28, soit
après environ 2 heures d’incubation à 37°C avec agitation, 10 mL de cette préculture
ont été transférés dans 200 mL de 2YT. Le tout a été incubé à 37°C sous agitation
jusqu’à l’obtention d’une D.O.550nm. Ensuite, les bactéries ont été refroidies sur glace
et le 200 mL de culture a été réparti dans quatre tubes de 50 mL. Suite à une
centrifugation de 10 minutes à 480g à 4°C, chaque culot a été resuspendu dans 20 mL
de tampon TfB 1(30 mM CH3COOK; 100 mM KC1; 10 mM CaC12; 50 mM MnC12;
15 % glycérol; pH 5,8 ajusté avec l’acide acétique; stérilisé par filtration) et gardé sur
glace pendant 5 minutes. Après une seconde centrifugation de 10 minutes à 480g,
chacun des culots a été resuspendu dans 2 mL de tampon Tifi 11(10 mM PIPES; 75
mM CaCI2; 10 mM KCI; 15 % glycérol; pH 6,5 ajusté avec du KOH; stérilisé par
filtration) et placé sur glace pour 15 minutes. Finalement, les cellules rendues
compétentes ont été distribuées en fractions de 100 pL dans des tubes à congélation et
congelées immédiatement dans l’azote liquide. Elles ont été entreposées à -80°C
jusqu’à leur utilisation. Lors de la transformation, 100 1iL de cellules compétentes
ont été décongelées sur glace et un volume maximal de 10 pL d’ADN plasmidique
leur a été ajouté. Après avoir gardé ce mélange sur glace pour une période de 10
minutes, les bactéries ont subi un choc thermique de 90 secondes à 42°C. Suite à un
refroidissement des cellules de 2 minutes sur glace, 400 jiL de 2YT ont été ajoutés à
l’ampoule qui a été incubée à 37°C pendant 60 minutes pour permettre un délai
d’expression. Enfin, les cellules transformées ont été étalées sur une gélose 2YT
renfermant de l’ampicilline et le tout a été incubé 16 heures à 37°C.
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5. Transformation de levures
La méthode utilisée pour rendre les cellules de S. cerevisiae aptes à recevoir
de l’ADN plasmidique est celle faisant intervenir l’acétate de lithium comme agent
augmentant la perméabilité de la paroi cellulaire, développée par Ito et al. (1983) et
Gietz et al. (1992). Brièvement, des colonies isolées à partir d’une culture pure ont
été obtenues après une incubation de 16 heures à 30°C sur gélose YPDA. Ensuite, 5
mL de YPDA ont été inoculés avec une de ces colonies et incubés 16 heures à 30°C
dans une roue. Au matin, cette préculture a été diluée dans 50 mL de YPDA et
réincubée pour 3 à 5 heures à 30°C avec agitation. Les cellules ont été récoltées par
centrifugation, lavées dans 20 mL d’eau stérile et transférées dans un tube Eppendorf.
Par la suite, elles ont été suspendues dans l’équivalent d’un volume de cellules de
LiAc 100 mM et incubées à 25°C pendant 15 minutes. Ensuite, 50 1iL de ces cellules
ont été ajoutées à 351 1iL d’un mélange composé de 240 tL de PEG (50%, w/v). 36
jiL de LiAc 1,0 M, 65 1iL d’eau stérile, 5 tL d’ADN de sperme de saumon (10
rng/mL) bouilli 5 minutes et renfermant 5 L de l’ADN plasmidique d’intérêt. Après
une incubation de 30 minutes à 25°C, les cellules ont subi un choc thermique de 20
minutes à 42°C et ont été récupérées par centrifugation. Le culot a été resuspendu
dans 500 1iL d’eau stérile et 100 tL de cette suspension ont été étalés sur un milieu de
sélection solide approprié qui, par la suite, a été incubé à 30°C pendant environ 3
j ours.
6. Production d’anticorps anti-Lrelp
Afin d’obtenir des anticorps dirigés contre la protéines Lrelp, un mélange de
trois protéines de fusion GST-Lrelp tronquées produites à partir des plasmides
LREI[1242]/pGEX-4T2, LRE][13$553)/pGEX-4T2 et LRE][237.5$3]/pGEX-4T3 a été
utilisé, car celle-ci n’est pas très stable et le but était de générer des anticorps
polyclonaux. Tout d’abord, 40 jig de ce mélange ont été injectés à des lapins. Trois
semaines plus tard, une seconde injection de 60 tg a été effectuée. Finalement, à la
septième semaine de la première injection, 60 jig des protéines de fusion GST-Lrelp
ont été administrés et le sérum des lapins a été recueilli à la douzième semaine.
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7. Immunobuvardage
Les échantillons protéiques à analyser ont été séparés sur un gel de SDS
polyacrylamide, de 8 à 12 % selon le cas, dans un tampon d’électrophorèse (25 mM
Tris; 200 mM glycine; 0,1% SDS) à 200 volts. Les protéines ont ensuite été
transférées sur une membrane de nitrocellulose de type Protran (Schleicher &
Schuell) dans un appareil Mini Trans-Blot® Ceil (Bio-Rad), rempli de tampon de
transfert froid (25 mM Tris; 200 mlvi glycine; 20 % méthanol; 0,05 % SDS), soumis à
100 volts pendant 1 heure. Suite à un rinçage de la membrane dans 10 mL de TBS
Tween (10 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaC1; 0,1% Tween 20), elle a été incubée avec
agitation légère dans 20 mL de TBS-Tween-Lait (TBS-Tween; 5% lait déshydraté)
pendant 1 heure. Ensuite, 10 mL de TBS-Tween-Lait renfermant l’anticorps
primaire, à la concentration appropriée et dirigé contre la protéine à détecter, ont été
ajoutés à la membrane. Après une heure d’incubation avec agitation légère, la
membrane a été rincée deux fois avec du TBS-Tween et lavée trois fois avec cette
solution pendant 5 minutes sous agitation légère. Par la suite, la membrane a été
submergée pendant 30 minutes avec agitation légère dans 10 mL de TBS-Tween-Lait
contenant l’anticorps secondaire, couplé à la peroxydase, à une concentration
appropriée, puis rincée et lavée tel que mentionné précédemment. La révélation a été
effectuée avec le «Lumi-Light Western blotting substrate» (Roche) ou le «Super
Signal® West Pico Kit » (Pierce) en suivant les directives du fabriquant et en utilisant
les films «Super RX » (Fuji Medical X-Ray Film).
8. Essais d’interaction in vitro
8.1. Production et purification de GST et GST-Gsplp
Deux cultures ont été obtenues en inoculant 10 mL de 2YT-ampicilline par E.
cou BL21 portant soit le vecteur pGEX-4T2 ou le plasmide GSPI/pGEX-3X et en les
incubant à 37°C avec agitation toute une nuit. Au matin, ces précultutres ont été
diluées à une D.O.600nm de 0,1 dans 250 mL de 2YT-ampicilline et incubées à 30°C
avec agitation jusqu’à une D.O.600nm de 0,7. Par la suite, la production de GST et de
la protéine de fusion GST-Gsplp a été induite par l’ajout d’IPTG, à une concentration
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finale de 100 mM, suivie d’une incubation de deux heures à 37°C sous agitation.
Enfin, les cellules ont été recueillies par centrifugation pour être congelées et
conservées à -80°C jusqu’à leur utilisation. Lors de la purification de GST et de
GST-Gsplp, les culots congelés ont été resuspendus dans 12,5 mL de tampon de lyse
(40 mM HEPES-NaOH, pH 7,5; 150 mM NaCI; 2,5 mM MgCl2; 10 % glycérol;
0,25% Tween 20; 1 mM DTT; 0,1 mM PMSF) (Noguchi et al., 1996) auquel du GTP
a été ajouté à une concentration finale de 1 mM. Ensuite, les cellules ont été lysées à
l’aide des ultrasons (6 à 8 chocs de 30 secondes avec un appareil VibraCellTM
(Sonics & Matenals Inc.) séparés par des pauses de 30 secondes sur glace) et
incubées avec agitation pendant 30 minutes à 4°C suite à l’ajout de Triton X-100, à
une concentration finale de 1 %. Les débris cellulaires ont été séparés par une
centrifugation à 4°C de 10 minutes à 9000g. Par la suite, 200 jiL d’une suspension à
50 % de billes Glutathione SepharoseT 4B (Amersham Pharmacia Biotech AB) ont
été ajoutés au surnageant recueilli et le tout a été incubé sous agitation pendant 30
minutes à 4°C. Après avoir lavé les billes trois fois avec I mL de tampon de lyse, la
quantité de protéines purifiées a été estimée par SDS-PAGE (12 % acrylamide) suivie
d’une coloration au bleu de Coomassie. Afin de rendre les concentrations des
protéines GST et GST-Gsplp équivalentes, des billes Glutathione Sepharose’TM 4B
ont été ajoutées à la préparation de protéines GST.
8.2. Réactions de transcription-traduction in vitro
L’ADN utilisé pour les réactions de transcription-traduction in vitro a été
préalablement purifié à l’aide du «Quantum Prep Plasmid Miniprep» (Bio-Rad)
selon les directives du fabriquant et à partir de cultures bactériennes renfermant le
plasmide LRE]/pT7Blue2. La quantité d’ADN purifié a été évaluée par migration
des échantillons en parallèle avec des quantités connues d’ADN sur un gel d’agarose
0,6 % coloré au bromure d’éthidium. Par la suite, il a été utilisé pour la transcription-
traduction in vitro en présence de méthionine S à l’aide du «kit Single Tube
Protein® System 3 » (Novagen) en suivant les directives du fabriquant. La quantité et
la qualité des protéines ainsi obtenues ont été évaluées par autoradiographie suivant la
migration des échantillons sur un gel SDS-polyacrylamide de 10 % qui a, par la suite,
52
été fixé dans une solution de méthanol (50 %) et d’acide acétique (10 %) pendant 15
minutes et séché grâce à un mécanisme de pompe à vide pendant 1 heure. Les
signaux radioactifs ont ensuite été détectés via l’exposition du gel à un film « BioMax
MS» (Kodak) en présence d’un écran intensificateur «BioMax TranScreen-LE»
(Kodak) pendant 4 heures.
8.3. Essais d’interaction bt vitro
La réaction d’interaction a été amorcée suite à l’ajout des protéines obtenues
par transcription-traduction in vitro aux protéines GST ou GST-Gsplp liées aux billes
de Glutathione SepharoseTM 4B en présence de tampon d’interaction (20 mM
HEPES-NaOH, pH 7,5; 120 mM NaC1; 20 mM MgCI2; 0,05 % Tween 20; 0,5 %
albumine de sérum bovin; I mM DIT; 0,1 mM PMSf), correspondant au tampon A
décrit par Noguchi et al. (1996). Le tout a été incubé avec agitation pendant une
heure à 4°C et le mélange a été centrifugé une minute à $00g. Les billes ont ensuite
été lavées cinq fois avec 1 mL de tampon d’interaction et les échantillons ont été
migrés sur un gel SDS-polyacrylamide de 10 %. Par la suite, le gel a été fixé dans
une solution de méthanol (50 %) et d’acide acétique (10 %) pendant 45 minutes et
séché grâce à un mécanisme de pompe à vide pendant deux heures. Les signaux
radioactifs ont été détectés suite à l’exposition du gel à un film « BioMax MS »
(Kodak) en présence d’un écran intensificateur « BioMax TranScreen-LE» (Kodak).
9. Essais d’interaction in vivo par co-immunoprécipïtation
Les souches BY4741 sauvage ou lre]A renfermant le plasmide HA
GSP]IpRS316 ont été utilisées lors de cet essai. Une préculture de ces cellules dans 5
mL de CAT glucose a été obtenue après 16 heures d’incubation à 30°C. Elle a
ensuite été diluée dans 50 mL de ce même milieu et les cellules ont été cultivées pour
3 à 5 heures à 30°C avec agitation. Elles ont été récoltées par centrifugation et lavées
deux fois avec 25 mL de tampon TBS (20 mM Tris-HCI, pH 7,6; 200 mM NaC1). Le
culot a été resuspendu dans 400 tL de tampon de lyse (50 mM HEPES-KOH, pH 7,5;
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200 mM NaC1; 1 mM EDTA, pH 8,0; 10 % glycérol; 0,5 % NP-40; 1 mM PMSF; 2X
d’inhibiteur de protéases CompleteTM EDTA-free (Roche)) et l’équivalent de 500 iiL
de billes de verre (diamètre de 0,5 mm) a été ajouté. La lyse a été effectuée à l’aide
d’un agitateur de type Mixer 5432 (Eppendorf) pour une période de 40 minutes à
4°C. Le lysat a été récupéré en perçant le fond de l’eppendorf, en le superposant à un
nouvel eppendorf et en centrifugeant 30 secondes à 15 000g. Le lysat transféré a
ensuite été centrifugé à 15 000g pendant 15 minutes à 4°C. La quantité de protéines
présente dans cet extrait total a été estimée par la teclmique de Bradford grâce au
produit «Protein Assay .» (Bio-Rad), ce qui a permis de déterminer que 19,1 mg de
protéines seraient utilisées pour l’essai d’interaction. Après avoir ajusté le volume de
cet échantillon protéique à 400 jiL avec du tampon de lyse, l’anticorps anti-Lrelp B2
a été ajouté (1:100) et le tout a été incubé dans une roue à 4°C pendant 3 heures. Par
la suite, 20 jiL d’une suspension à 50 ¾ de résine Protéine A SepharoseTM CL-4B
(Amersham Pharmacia) ont été ajoutés à la réaction de liaison et l’incubation a été
poursuivie dans les mêmes conditions pour une heure. La résine a ensuite été
recueillie par centrifugation et lavée 3 fois avec 1 mL de tampon de lyse. Les
protéines accrochées à la résine ont été récupérées suite à l’ajout de 35 iL de tampon
de chargement (6 % SDS; 20 % glycérol; 0,6 % bleu de bromophénol) et en plaçant
les échantillons à 100°C pendant 5 minutes. Des quantités égales de ces échantillons
ont été analysées par immunobuvardage suite à leur migration sur un gel de SDS
polyacrylamide de 12 % (Voir la section 7). L’anticorps anti-HA (BabCO, 1:10 000)
suivi d’un anti-lgG de souris couplé à la peroxydase (Roche, 1:20 000) ont été utilisés
pour détecter la présence de la protéine de fusion Gsplp-HA dans les échantillons.
10. Localisation cellulaire de Lrelp-ProtA par fractionnement subcellulaire
10.1. Fractionnement subcellulaire
La méthode utilisée pour le fractionnement subcellulaire a été inspirée de
Vongsamphanh et al. (2001). Brièvement, une culture de 2 L, dans du YNB-Ura/His
lactate/glucose, d’une D.O.600nm de 0,7 de la souche cIABYS86 portant le plasmide
ProtA-LRE]/pNOPPATA1L a été obtenue après incubation avec agitation à 30°C.
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Les cellules ont été récoltées par centrifugation à 4080g pendant 10 minutes et lavées
deux fois avec de l’eau. Les culots cellulaires ont été congelées immédiatement à
l’azote liquide et entreposés à -80°C jusqu’à utilisation. Lors du fractionnement
subcellulaire, les cellules ont été resuspendues dans un tampon Tris-DIT (100 mM
Tris-$04, pH 9,3; 10 mM DIT; 1 mM PMSF; 2X d’inhibiteur de protéases
CornpleteTM EDTA-free (Roche)) à raison de 0,3 g/mL pour ensuite être incubées
avec légère agitation à 30°C pendant 10 minutes. Les cellules ont été récoltées par
une centrifugation à 3000g de 5 minutes et lavées avec du tampon B (1,2 M Sorbitol;
20 mM KPO4, pH 7,4; 1 mM PMSF; 2 mM benzamidine). Elles ont été resuspendues
dans ce tampon à raison de 0,1 g/mL et de la zymolyase 20T a été ajoutée à une
concentration de 2,5 mg/g de culot cellulaire. Le tout a été incubé pendant 90
minutes dans un bain à 30°C en agitant légèrement jusqu’à digestion complète de la
paroi, vérifiée par microscopie. Les sphéroplastes ont été récupérés par une
centrifugation de 5 minutes à 3000g et lavés trois fois dans du tampon B à raison de
10 mL/g. À partir de cette étape, toutes les manipulations ont été effectuées à 4°C.
Les spbéroplastes ont été resuspendus dans du tampon MIB (0,6 M mannitol; 2OmM
HEPE$-KOH, pH 7,4; 1 mM PM$f; 2 mM benzamidine) à une concentration de 2
mL/g et lysés à l’homogénéisateur avec 30 coups de piston (verre et Téflon).
L’efficacité de la lyse a été vérifiée par microscopie avant de passer à l’étape
suivante. L’homogénat a été dilué deux fois dans du tampon MIB et une fraction de
ce lysat total a été recueillie pour fins d’analyses. Le reste du lysat a été centrifugé à
3000g pendant 5 minutes. Ceci permet de séparer grossièrement les noyaux,
retrouvés dans le culot, des mitochondries et de l’extrait cytoplasmique qui
demeurent dans le surnageant. Le surnageant a été transféré dans un nouveau tube et
centrifugé à 12 000g pendants 10 minutes. Cette étape permet d’isoler grossièrement
les mitochondries qui se retrouvent dans le culot. Le surnageant a été gardé et
représente la fraction cytoplasmique analysée.
10.2. Purification des mitochondries
L’extrait brut de mitochondries a été dilué dans 200 jiL de tampon MIB et
déposé sur un gradient continu de 5 à 25 % de Nycodenz (Sigma) préalablement
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préparé dans un tube SW 41 Ti UltraClearTM (Beckman Coulter) avec du tampon B
selon la méthode de Glick & Pon (1995). Le tout a été centrifugé à 107 000g pendant
90 minutes à 2°C dans un rotor SW 41 Ti. Les mitochondries forment une ligne
beige pâle dans le gradient à l’endroit où la concentration de Nycodenz est de 16 %.
La fraction mitochondriale a été recueillie en perçant le côté du tube à l’aide de
l’aiguille d’une seringue pour être ensuite diluée cinq fois dans du tampon MIB.
Après une centrifugation de 10 minutes à 12 000g, le culot a été resupendu dans 200
tL de tampon d’extraction (50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM NaCl; 5 % glycérol; Ï
mM EDTA; 1 mM DTT; 1 mM PMSF: 2X d’inhibiteur de protéases CompleteTM
EDTA-free (Roche)).
10.3. Purification des noyaux
L’extrait brut de noyaux a été lavé trois fois dans du tampon MIB en
centrifugeant chaque fois à 3000g pendant 5 minutes. Le culot a été resuspendu dans
5 mL de ce même tampon et déposé sur un gradient discontinu de Ficoil 400
(Pharmacia) 30 à 50 % préalablement préparé dans un tube SW 28 UltraClearTM
(Beckman Coulter) selon la méthode de Dove et al. (1998). Le tout a été centrifugé à
58 000g pendant 60 minutes à 2°C dans un rotor SW 28. Les noyaux forment une
bande diffuse dans le gradient au niveau de la couche de Ficoll 40 %. Un volume de
$ mL de cette couche a été recueilli à l’aide d’une seringue de 10 mL. Le tout a bien
été mélangé et une fraction de 500 jiL de cet extrait a été centrifugée 30 minutes à
12 000g. Le culot de noyaux a été resuspendu dans 500 iL de tampon TE-SDS (10
mM Tris-HC1, pH 8,0; 1 mM EDTA; 0,1 % $DS).
10.4. Analyse des différentes fractions
Les différents échantillons ont été dilués et mélangés à du tampon de
chargement (3 % f3-rnercaptoéthanol; 3 % SDS; 10 % glycérol; 0,3 % bleu de
bromophénol) en respectant les rapports cellulaires qu’ils représentent. Des quantités
égales de chacun de ces échantillons ont ensuite été analysées par immunobuvardage
suite à leur migration sur un gel de SDS-polyacrylamide de 10 ¾ en parallèle avec
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ces mêmes échantillons non équilibrés (Voir la section 7). La protéine de fusion
Lrelp-ProtA a été détectée grâce à un anti-IgG de chèvre produit chez le lapin et
couplé à la peroxydase (Sigma, 1:8000) suivi d’un anti-IgG de lapin aussi couplé à la
peroxydase (Roche, 1:10 000). Quant aux protéines CitÏp et Yrblp, elles ont été
détectées respectivement par les anticorps primaires anti-Citlp (obtenu de T. D. fox,
Ithaca, New York, 1:1000) et anti-Yrblp (obtenu de A. Corbett, Atlanta, Georgie,
1:20 000) produits chez le lapin, suivis d’un anti-IgG de lapin couplé à la peroxydase
(Roche, 1:10 000). Finalement, pour détecter la protéine Noplp, un anti-Noplp
produit chez la souris (obtenu de J. P. Ans, Gainesville, Floride, 1:10 000) suivi d’un
anti-IgG de souris couplé à la peroxydase (Roche, 1:5000) ont été utilisés.
11. Purification de chromatine
La méthode utilisée pour la purification de chromatine de S. cerevisiae est
inspirée et modifiée de Donovan et al. (1997) et Liang & Stiilman (1997).
Brièvement, la souche cIABYS86 portant le vecteur PNOPI-ProtA ou le plasmide
ProtA-LREJIpNOPPATA1L a été cultivée dans 5 mL de milieu YNB-glucose, drop
out sans leucine via une incubation de 16 heures sous agitation à 30°C. Au matin,
cette préculture a été diluée à une D.O.600nm de 0,25 dans 20 mL de ce même milieu et
réincubée à 30°C jusqu’à l’atteinte d’une D.O.600nm de 0,5 1. L’équivalent de 10
D.O. de cellules ont été récoltées suite à une centrifugation d’une minute à 15 000g et
resuspendues à une concentration de 10 D.O. dans du tampon PD (0,1 M PIPES
KOH, pH 9,4; 10 mM DIT) pour être ensuite placées sur glace pendant 10 minutes.
Les cellules ont été centrifugées de nouveau à 15 000g pendant 1 minute et
resuspendues dans du tampon sorbitol (1 % yeast extract; 2 % peptone; 0,2 %
glucose; 50 mM KPO4, pH 7,5; 0,6 M sorbitol; 10 mM DIT) pour atteindre une
concentration cellulaire de 30 D.O.. Afin d’obtenir des sphéroplastes, de la
zymolyase 1001 a été ajoutée à une concentration finale de 0,2 mg/mL et le tout a été
incubé à 30°C pendant 15 minutes. Ceux-ci ont ensuite été recueillis via une
centrifugation de 3 minutes à 1000g et lavés avec lmL tampon de lyse (0,4 M
sorbitol; 150 mM KAc; 2 mM MgAc; 20 mM PIPES-KOH, pH 6,8; 1 mM PMSF; 2X
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d’inhibiteur de protéases CompleteTM EDTA-free (Roche)). Les sphéroplastes ont
alors été resuspendus dans ce tampon à une concentration de 80 D.O. et du Triton X-
100 a été ajouté à une concentration finale de 0,25 %. Le tout a été incubé sur glace
pendant 5 minutes en agitant doucement afin de permettre la lyse des sphéroplastes.
Un échantillon de 25 jiL de ce lysat cellulaire a été gardé pour fins d’analyses. Le
reste du lysat a été centrifugé à 15 800g pendant 15 minutes à 4°C et le surnageant a
été recueilli en tant qu’échantillon représentant la fraction des protéines totales ne
liant pas la chromatine. Le culot de chromatine a été lavé dans 1 mL de tampon de
lyse auquel 0,25 % de Triton X-100 a été ajouté. Ce dernier a été gardé en guise
d’échantillon renfermant la fraction des protéines totales liant la chromatine. Les
trois différents échantillons ont été mélangés à du tampon de chargement (3 % f3-
mercaptoéthanol; 3 % SDS; 10 % glycérol; 0,3 % bleu de bromophénol) en respectant
les rapports cellulaires qu’ils représentent. Des quantités égales de chacun de ces
échantillons ont ensuite été analysées par immunobuvardage suite à leur migration
sur un gel de SDS-polyacrylamide de 8 % (Voir la section 7). La protéine Lrelp
ProtA a été détectée grâce à l’utilisation d’un anti-IgG de chèvre produit chez le lapin
et couplé à la peroxydase (Sigma, 1:4000) suivi d’un anti-IgG de lapin aussi couplé à
la peroxydase (Roche, 1:10 000). En ce qui concerne les protéines Lys2Op et Lys2lp,
elles ont été détectées par un anti-Lys2Op/21p produit chez la souris (obtenu de J. P.
Ans, Gainesville, floride, 1:20 000) suivi d’un anti-IgG de souris couplé à la
peroxydase (Roche, 1:5000). finalement, les anticorps utilisés pour détecter Yrblp
sont un anti-Yrblp produit chez le lapin (obtenu de A. Corbett, Atlanta, Georgie, 1:20
000) suivi d’un anti-IgG de lapin couplé à laperoxydase (Roche, 1:10 000).
12. Étude des phénotypes associés aux mutants lrelzi
12.1. Sensibilité à différentes sources de carbone
Les souches SEY621O, BY4741, PSY962 et UCC3503, sauvage ou Ïre]A, ont
été inoculées dans 5 mL de YPDA et incubées pendant 16 heures à 30°C avec
agitation. Elles ont par la suite été diluées pour obtenir une suspension cellulaire
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équivalente à une D.O.6oonm de 1 dans 1 mL de YPDA. À partir de cet échantillon,
des dilutions 1:100, 1:1000 et 1:10 000 ont été préparées dans ce même milieu.
Finalement, 3 tL de chacune de ces suspensions cellulaires ont été déposées sous
forme de gouttes sur géloses YPDA, YP(Gal)A et YP(G/E)A. Les pétris ont été
incubés à 30°C pendant 24 heures.
12.2. Sensibilité à la caféine
Les souches SEY621O et BY4741, sauvage ou irelti, ont été inoculées dans 5
mL de YPDA et incubées pendant 16 heures à 30°C avec agitation. Elles ont par la
suite été diluées pour obtenir une suspension cellulaire équivalente à une D.O.600nm de
1 dans 1 mL de YPDA. À partir de cet échantillon, des dilutions 1:100, 1:1000 et
1:10 000 ont été préparées dans ce même milieu. Finalement, 3 1iL de chacune de ces
suspensions cellulaires ont été déposées sous fonne de gouttes sur gélose YPDA
renfermant différentes concentrations de caféine (Sigma), soit de 0,00 %, 0,35 ¾,
0,40 %, 0,45 % et 0,50 %. Les pétris ont été incubés à 30°C jusqu’à 5 jours.
12.3. Essais de silencing transcriptionnel
Les souches UCC3505 et UCC3505 lre]4 avec le gène rapporteur URA3
inséré près du télomère du chromosome VII-L, ont été inoculées dans 5 mL de YPDA
et incubées pendant 16 heures à 30°C avec agitation. Elles ont par la suite été diluées
pour obtenir une suspension cellulaire équivalente à une D.O.600nm de 1 dans 1 mL de
YPDA. À partir de cet échantillon, des dilutions 1:100, 1:1000 et 1:10 000 ont été
préparées dans ce même milieu. Finalement, 3 1iL de chacune de ces suspensions
cellulaires ont été déposées sous forme de gouttes sur géloses CATU glucose et CAT
glucose. De plus, 3 tL d’une suspension cellulaire équivalente à une de I
de ces deux souches, avec le gène rapporteur ADE2 inséré près du télomère du
chromosome V-R, ont été déposés sous forme de gouttes sur une gélose YPD. Les
pétris ont été incubées à 30°C jusqu’à 5 jours.
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13. Purification de complexes protéiques par chromatographie d’affinité
13.1. Construction de la souche W303 LRE1-TAP
La méthode utilisée pour construire la souche W303 LRE]-TAF est tirée de Puig
et al. (2001). Brièvement, un fragment de PCR renfermant la cassette TAP suivie du
gène de biosynthèse du tryptophane de la levure Kluyveromyces lactis (TRF])
flanquée de 50 nucléotides renfermant le codon STOP en aval du gène LREJ et des
50 nucléotides précédents le codon STOP de ce gènes a été généré à l’aide des
amorces P263 (GGA AAA GAA AAT CCA AAT TAG GAC TCT TTA GAC ATA
TTT TTT CAA GGA AGT CCA TGG AAA AGA GAA G) et P264 (TAA GGT
TAC GAT TCA CCT TTT TAT TAC TTA TTA TTA ATA TTG TTG TAT TAT
ACG ACT CAC TAT AGG G) à partir du plasmide pBS 1479 (Figure 1 lA). La
souche W303 a ensuite été transformée avec ce produit de PCR et les transforrnants
on été étalés sur une gélose CAU glucose (Voir section 5). L’intégration de la
cassette TAP en C-terminal du gène LREJ dans le génome de cette souche a été
vérifiée par un PCR sur l’ADN génomique (Voir section 3) des transformants obtenus
à l’aide des amorces P267 (GTA AGA TCT CAT AGA ACG C) et P268 (GAG GGG
TTA TTA CGA GAG). Afin de vérifier l’expression de la protéine de fusion Lrelp
TAP, un extrait total de protéines a été préparé à partir d’un culot de cellules d’une
culture d’une D.O.600, de 1,8 dans 25 mL de YPDA, inoculés avec la souche W303
LRE]-TAP, incubée à 30°C. Après avoir lavé les cellules avec du PBS (137 mM
NaC1; 2,7 mM KCI; 5,4 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4; pH 7,4), le culot a été
resuspendu dans 600 pL de tampon RIPA froid (150 mM NaCI; 1 % NP-40; 0,5 %
DOC; 0,1 % SDS; 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0; 2X d’inhibiteur
de protéases CompÏeteTM EDTA-free (Roche)) et l’équivalent de 500 !IL de billes de
verre froides (diamètre de 0,5 mm) a été ajouté. Après avoir vortexé vigoureusement
pendant 2 minutes, le lysat a été centrifugé à 10 000g pendant 5 minutes à 4°C. Le
surnageant a été recueilli et mélangé à du tampon de chargement (3 % -
mercaptoéthanol; 3 ¾ SDS; 10 % glycérol; 0,3 % bleu de bromophénol). Le lysat
protéique a ensuite été analysés par immunobuvardage suite à la migration d’un
échantillon sur un gel de SDS-polyacrylamide de 8 ¾ (Voir la section 7). La protéine
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de fusion Lrelp-TAP a été détectée grâce à l’utilisation d’un anti-IgG de chèvre
couplé à la peroxydase produit chez le lapin (Sigma, 1:4000) suivi d’un anti-IgG de
lapin aussi couplé à la peroxydase (Roche, 1:10 000). Afin de vérifier la
fonctionnalité de la protéine de fusion Lrelp-TAP, les souches W303, sauvage,
LREJ-TAF ou ireM, ont été inoculées dans 5 mL de YPDA et incubées pendant 16
heures à 30°C avec agitation. Elles ont par la suite été diluées pour obtenir une
suspension cellulaire équivalente à une D.O.600 de I dans I mL de YPDA. À partir
de cet échantillon, des dilutions 1:100, 1:1000 et 1:10 000 ont été préparées dans ce
même milieu. Finalement, 3 tL de chacune de ces suspensions cellulaires ont été
déposées sous forme de gouttes sur une gélose YPDA. Les pétris ont été incubés à
30°C pendant 24 heures.
13.2. Purification des complexes protéiques
La méthode utilisée pour la purification des complexes protéiques est
modifiée de Puig et al. (2001) et de Krogan et al., (2002). Brièvement, 3L de culture
d’une D.O.600 de 1,5 de 3 L des souches W303 sauvage ou LREJ-TAF dans du
YPDA ont été obtenus après incubation avec agitation à 30°C. Les cellules ont été
recueillies par centrifugation à 13 200g de 5 minutes à 4°C. Le culot a été lavé avec
500 mL d’eau froide, transféré dans un tube en polypropylène de 50 mL (Sarstedt) et
congelé immédiatement à l’azote liquide. Il a été entreposé à -80°C jusqu’à
utilisation. Lors de la lyse cellulaire, le tube a été ouvert à coups de marteau et les
morceaux de culots congelés ont été versés dans un moulin à café (modèle 203-70,
Krups) avec cinq morceaux de glace sèche. Le tout a été broyé jusqu’à environ 30
secondes après avoir entendu le dernier morceau se concasser. La poudre de lysat a
été recueillie dans un bécher en vitre de 100 mL et a été décongelée sur glace. Par la
suite, 10 mL de tampon de lyse (250 mM KCI; 100 mM HEPES-KOH, pH 7,9; 1 mM
EDTA; 2,5 mM DIT; I mM PMSF; 2X d’inhibiteur de protéases CompleteTM
EDTA-free (Roche)) ont été ajoutés au lysat cellulaire et le tout a été transféré dans
un tube en polyallomère 70.1 Ti (Beckman Coulter). Après une centrifugation de 2
heures à 106 000g et 4°C avec le rotor 70.1 Ii, le surnageant a été recueilli
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doucement en évitant la phase supérieure lipidique et dialysé (membrane
Spectra/Por®, MWCO: 1000; Spectnim Laboratories, Inc.) pendant 3 heures à 4°C
contre le tampon IPP (10 mM Tris-HCÏ, pH 7,9; 10 mM f3-mercaptoéthanol; 2 mM
CaCI2; 0,1 % Triton X-100; 100 mM NaCI; 20 % glycérol; 1 mM PMSF; 2 mM
benzamidine). Le dialysat a été congelé immédiatement à l’azote liquide pour être
entreposé à -80°C jusqu’à utilisation. Lors de la purification par affinité, le dialysat a
été décongelé rapidement et centrifugé à 106 000g dans un rotor 70.1 Ti pendant 30
minutes à 4°C. La quantité de protéines présente dans le surnageant a été estimée par
la technique de Bradford grâce au produit « Protein Assay» (Bio-Rad) et un
échantillon a été prélevé pour fins d’analyses. Ceci a permis de déterminer que 165
mg de protéines seraient ajoutées à 200 jiL de billes de calmoduline (Pharmacia)
équilibrées avec le tampon IPP dans une colonne Poly-Prep (Bio-Rad). Le tout a été
incubé 3 heures dans une roue à 4°C et les billes de calmoduline ont ensuite été
lavées une fois avec 1 mL de tampon IPP et 6 fois avec 1 mL de tampon de lavage
(lOmM Tris-HC1, pH 7,9; 10 mM 3-mercaptoéthanol; 0,1 mM CaC12; 0,1 % Triton
X-100; 100 mM NaCl; I mM PMSF; 2X d’inhibiteur de protéases CompleteTM
EDTA-free (Roche)). Par la suite, les billes de calmoduline ont été éluées cinq fois
avec 100 1iL de tampon d’élution (10 mM Tris-HC1, pH 7,9; 10 mM 3-
mercaptoéthanol; 3 mM EGTA, pH8,O; 0,1 ¾ Triton X-100; 100 mM NaCI; 1 mM
PMSf; 2X d’inhibiteur de protéases CompleteTM EDTA-free (Roche)) et les protéine
éluées ont été précipitées à l’acétone. Du tampon de chargement (3 % 3-
mercaptoéthanol; 3 % SDS; 10 % glycérol; 0,3 % bleu de bromophénol) a été ajouté
aux échantillons qui ont ensuite été analysés par immunobuvardage suite à leur
migration sur un gel de polyacrylamide 8 % (Voir section 7). Les protéines Lrelp
TAP et Gsplp ont été détectées respectivement grâce un anti-IgG de chèvre produit
chez le lapin et couplé à la peroxydase (Sigma, 1:4000) ou un anti-Gsplp produit
chez le lapin (Belhumeur et al., 1993, 1:1000) suivis d’un anti-IgG de lapin couplé à
la peroxydase (Roche, 1:10 000).
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14. Étude des phénotypes associés à la délétion du gène LRE1 chez des souches
1.1100
14.1. Obtention des mutants rho°
Afin de générer des mutants rho° à partir des souches BY4741 et YPH499
sauvages et ireM, 5 mL de milieu YNB-Leu/Ura/His/Met glucose renfermant du
bromure d’éthidium ou 5 mL de milieu YNB-Ura/Lys/Ade/Trp/His/Leu glucose
contenant du bromure d’éthidium ont été respectivement inoculées à l’aide d’un
faible inoculum de ces souches. À l’obtention d’une D.O.600-1 de I à 1,5 suite à une
incubation à 30°C avec agitation, les cultures ont été diluées à une D.O.6oonm de 0,1
dans leur milieu respectif décrit précédemment et le tout a été incubé à 30°C jusqu’à
l’obtention d’une D.O.6oonm de 1 à 1,5. Par la suite, 20 tL et 100 iL de ces cultures
ont été striés sur gélose YPD de manière à obtenir des colonies isolées suite à une
incubation de 3 jours à 30°C. Le caractère rho° des souches obtenues a été vérifié par
striation sur une gélose YP(G/E) incubée à 30°C.
14.2. Sensibilité au glucose
Les souches BY4741 et YPH499 sauvages ou ireM, rho° ou non, ont été
inoculées dans 5 mL de YPD et incubées pendant 16 heures à 30°C avec agitation.
Elles ont par la suite été diluées pour obtenir une suspension cellulaire équivalente à
une D.O.60011m de I dans 1 mL de YPD. À partir de cet échantillon, des dilutions
1:100, 1:1000 et 1 :10 000 ont été préparées dans ce même milieu. Finalement, 3 pL
de chacune de ces suspensions cellulaires ont été déposées sous forme de gouttes sur
géloses YPD et YP(G/E). Les pétris ont été incubés à 30°C pendant 3 jours.
14.3. Sensibilité au peroxyde d’hydrogène
Les souches BY4741 et YPH499 sauvages ou ireM ont été inoculées dans 5
mL de YPDA et incubées pendant 16 heures à 30°C avec agitation. Elles ont par la
suite été diluées pour obtenir une suspension cellulaire équivalente à une D.O.600flm de
1 dans I mL de YPDA. À partir de cet échantillon, des dilutions 1:100, 1:1000 et
1:10 000 ont été préparées dans ce même milieu. Finalement, 3 iL de chacune de ces
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suspensions cellulaires ont été déposées sous forme de gouttes sur géloses YPDA,
additionnées ou non d’antimycine A, renfermant différentes concentrations de
peroxyde d’hydrogène (Fisher Scientific), soit de 0,0 mM, 4,0 mM, 4,5 mM, 5,0 mM
et 5,5 mM. Les pétris ont été incubés à 30°C pendant 6 jours.
RÉSULTATS
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1. Les protéines Lrelp et Gsplp interagissent ensemble in vitro
Un criblage pour des partenaires protéiques potentiels de Gsplp par la
technique de la librairie d’épitopes phagiques a été effectué. La séquence peptidique
SPHQPSL, similaire à la région comprise entre les acides aminés 205 à 211 de la
protéine Lrelp, a été repêchée à deux reprises. Afin de confirmer l’interaction
physique directe entre ces deux protéines, nous avons eu recours à la technique de
transcription-traduction in vitro. Dans un premier temps, les protéines GST et GST
Gsplp ont été produites en bactérie et purifiées par affinité sur une colonne de billes
de Glutathione SepharoseTM 4B en vue d’effectuer des essais de liaison in vitro.
Simultanément, une version radioactive de la protéine Lrelp, nommée Lrelp*, a été
obtenue. Ceci a été possible grâce à la transcription du gène LRE] à partir du
plasmide LRE]IpT7Blue2 par l’ARN polymérase du phage T7 et la traduction de ce
transcrit à l’aide d’un lysat de réticulocytes de lapin en présence de méthionine 35S. fi
est important de souligner que la présence de l’UTR de la globine de Xenopus sur le
transcrit du gène LRE] augmente le taux de traduction du messager, ce qui permet
d’obtenir une plus grande quantité de protéines (Kozak, 1989). La production de
cette protéine radioactive facilite ensuite sa détection par autoradiographie. Tel que
constaté par SDS-PAGE, la production et purification des protéines GST et GST
Gsplp sont efficaces et leurs poids moléculaires apparents sont de 25 kDa et 55 kDa
respectivement (Figure 4A). En ce qui concerne Lrelp* produite in vitro, nous
observons, suite à un SDS-PAGE et une autoradiographie, une bande majeure d’un
poids moléculaire apparent d’environ 75 kDa (Figure 4B). Celui-ci est un peu plus
élevé que le poids théorique attendu de 65 kDa pour Lrelp. Cependant, une
différence entre les poids moléculaires calculé et apparent est très fréquente. Elle
peut s’expliquer par la charge de la protéine ainsi que des structures secondaires non
résolues par les conditions d’électrophorèse utilisées. Une forte bande protéique
apparaît aussi aux environs de 65 kDa et un groupe de bandes sont détectées aux
environs de 43 kDa. Elles semblent vraisemblablement correspondre à des produits
de dégradation de Lrelp* qui serait très instable. Finalement, la protéine Lrelp* a
été mélangée avec la protéine de fusion GST-Gsplp purifiée et, à titre de contrôle,
avec la protéine GST purifiée. Tel que montré à la figure 4C, Lrelp* interagit
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Figure 4 — Essai d’interaction iii vitro entre Lrelp* et GST-Gsplp.
A) Visualisation de la purification des protéines GST et GST-Gsplp sur une colonne de
Glutathione Sepharose’’ 4B par SDS-PAGE suivi d’une coloration au bleu de Coomassie.
B) Visualisation de la version radioactive de la protéine Lrelp obtenue suite à la réaction de
transcription-traduction in ‘itro à partir du plasmide LRE]/pT7Blue2 par autoradiographie.
C) La protéine Lrelp* a été incubée avec les protéines GST ou GST-Gsplp et des billes de
Glutathione Sepharose’TM 4B. Le matériel retenu sur les billes a été analysé par SDS-PAGE
suivi d’une autoradiographie.
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physiquement in vitro avec la protéine de fusion GST-Gsplp (Figure 4C, puits GST
Gsplp) et cette interaction est spécifique à la portion Gsplp de la protéine de fusion.
En effet, Lrelp* n’est pas co-purifiée avec la GST (Figure 4C, puits GST).
2. Les protéines Lrelp et Gsplp interagissent in vivo
Les résultats décrits précédemment appuient l’interaction physique présumée
entre les protéines Gsplp et Lrelp découverte grâce à la technique de la librairie
d’épitopes phagiques. Cependant, cette dernière méthode ainsi que la technique de
transcription-traduction in vitro ne font pas intervenir les protéines à l’étude sous leur
forme de repliement tridimensionnelle ni au coeur des complexes protéiques dans
lesquels elles sont retrouvées chez $. cerevisiae. En effet, la technique de la librairie
d’épitopes phagiques permet d’isoler de courts peptides exposés à la surface de
bactériophages filamenteux et pouvant interagir avec une protéine d’intérêt fixée sur
un support solide (Scott & Smith, 1990). Cependant, même si un peptide semble
interagir très fortement avec la protéine à l’étude, il ne faut pas exclure la possibilité
qu’il soit inaccessible sur la protéine qui le renferme dans des conditions in vivo. En
ce qui concerne la technique de transcription-traduction in vitro, la protéine GST
Gsplp, produite chez E. cou, n’a pas subi les mêmes modifications post
traductionnelles que si elle avait été produite par $. cerevisiae sous des conditions in
vivo. De telles modifications étant importantes pour que la protéine adopte sa
conformation tridimensionnelle, il pourrait être possible que la protéine Lrelp*
interagisse avec la version bactérienne de GST-Gsplp, mais pas avec sa version
levuriforme. Dans le but de vérifier si l’interaction physique entre Lrelp et Gsplp
démontrée in vitro est réelle in vivo, nous avons eu recours à la technique de co
immunoprécipitation. La stratégie que nous avons adoptée consiste à
immunoprécipiter les complexes protéiques renfermant Lrelp, à l’aide d’un anticorps
dirigé contre cette protéine, à partir d’un lysat protéique de la souche BY4741 de 8.
cerevisiae. Par la suite, les complexes sont récupérés en effectuant une purification
par affinité. La protéine A ayant la propriété de lier spécifiquement et très fortement
la portion constante de la chaîne lourde des immunoglobulines (Goudswaard et al.,
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figure 5 — Essai d’interaction in vivo entre Lrelp et HA-Gsplp.
Les cellules de la souche BY4741, LRE1 ou trelzl, ont été transformées avec le plasmide HA
GSPI/pRS316 et incubées jusqu’à l’obtention d’une D.Oqjonm de 0,5 à 1,0. Les cellules Ont
été lysées à l’aide de billes de verre et le lysat a été centrifugé à 15 000g. L’anticorps anti
Lrelp B2 a été ajouté au surnageant et le tout a été incubé en présence de billes Protéine A
SepharoseTM CL-4B. Les billes ont été lavées et resuspendues dans du tampon de
chargement. Les extraits totaux et le matériel co-immunoprécipité ont été analysés par
immunobuvardage grâce à un anti-HA suivi d’un anti-IgG de souris couplé à la peroxydase.
197$), la résine Protéine A SepharoseT1 CL-4B est tout à fait appropriée et permet
de lier les complexes protéiques ciblés sur un support solide. Nous avons aussi utilisé
une souche portant une délétion au niveau du gène LREJ en guise de contrôle négatif
afin de s’assurer que la co-immunoprécipitation de la protéine Gsplp est spécifique à
la présence de Lrelp dans les extraits protéiques. De plus, en vue de faciliter la
détection de Gsplp dans les extraits immunoprécipités, nous avons transformé les
souches à l’étude avec le plasmide HA-GSP]IpRS316. Le gène GSP] étant sous le
contrôle de son propre promoteur sur ce plasmide centromérique, ceci permet
l’expression de la protéine de fusion à des niveaux physiologiques respectant les
conditions in vivo. Un épitope HA étant fusionné en N-terminal de la protéine
Gsplp, l’utilisation d’un anticorps anti-HA lors de l’immunohuvardage permet la
détection de la protéine de fusion dans les échantillons. Tel que présenté à la figure
5, la protéine de fusion HA-Gsplp est co-immunoprécipitée seulement en présence de
Lrelp dans les extraits protéiques. Puisque les niveaux d’expression de la protéine de
fusion HA-Gsplp sont les mêmes chez les souches BY4741 LREJ et Ïre]L1 utilisées,
il semble que Lrelp et Gsplp interagissent aussi in vivo.
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3. La ]ocalisation cellulaire de la protéine de fusion Lrelp-ProtA est
majoritairement nucléaire et une sous-population de ce]]e-ci est associée à la
chromatine
Les essais de co-immunoprécipitation suggèrent que Lrelp et Gsplp font
partie d’un même complexe protéique chez S. cerevisiae. Nous avons donc cru
nécessaire de vérifier la localisation cellulaire de la protéine Lrelp afin de découvrir
dans quel compartiment a lieu cette interaction avec Gsplp. Pour ce faire, nous
avons eu recours à une technique de fractionnement subcellulaire permettant
l’isolement d’un extrait cytoplasmique et la purification subséquente de
mitochondries et de noyaux. Nous avons ensuite analysé les extraits subcellulaires
recueillis par immunobuvardage en contrôlant la fraction cytoplasmique avec un anti
Yrblp, dirigé contre une protéine retrouvée majoritairement dans ce compartiment
(Schlenstedt et al., 19955), la fraction mitochondriale avec un anti-Citlp, spécifique
pour une protéine mitochondriale (Suissa et aÏ., 1984), et la fraction nucléaire avec un
anti-Noplp, détectant une protéine nucléolaire (Schimmang et al., 1989). La
méthode de fractionnement utilisée privilégie une lyse cellulaire mécanique très
douce à l’aide d’un homogénéisateur, en présence de mannitol, de manière à ce que
les noyaux et mitochondries demeurent intacts. Une paroi cellulaire intègre chez la
levure rendant ce type de lyse impossible, nous avons procédé préalablement à sa
digestion à l’aide de la zymolyase afin d’obtenir des sphéroplastes qui eux sont très
sensibles aux pressions engendrées par les coups de piston. Un échantillon de cet
extrait total a servi de contrôle positif lors de l’analyse des différents extraits du
fractionnement de manière à s’assurer que la méthode de lyse utilisée n’entraîne pas
trop de dégradation protéique (Figure 6A, puits extrait total). Une première
centrifugation de l’homogénat d’une durée de 5 minutes à 3000g a permis de séparer
grossièrement les noyaux, sphéroplastes non lysés et débris cellulaires, retrouvés dans
le culot, de l’extrait cytoplasmique renfermant les autres organites et correspondant
au surnageant. Quant à la centrifugation du surnageant à 12 000g pendant 10
minutes, elle a été nécessaire afin de recueillir les mitochondries, lysosomes et
peroxysomes dans le culot et de récolter le surnageant à titre de fraction
cytoplasmique (de Duve, 1975; Howell et al., 1989). L’analyse de cette dernière par
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Figure 6 — Localisation cellulaire de Lrelp-ProtA par fractionnement
subcettulaire. A) Les cellules de la souche cIABYS86 ont été transformées par le plasmide
ProtA-LREJ/pNOPPATA1L et cultivées jusqu’à l’obtention d’une D.O.600,1 de 0,6. La paroi
cellulaire a été digérée à la zymolyase 20T et les sphéroplastes ont été brisés tout en
maintenant les mitochondries et les noyaux intacts dans une solution de mannitol. Le lysat a
été centrifugé afin d’isoler des mitochondries et des noyaux bruts qui ont été déposés
respectivement sur un gradient continu de 5 à 25 % de Nycodenz et un gradient discontinu de
ficoIl 400 de 30 à 50 . Ceux-ci ont par la suite été centrifugés à 107 000g pendant 90
minutes et à 58 000g pendant 60 minutes respectivement. Les fractions recueillies ont été
équilibrées selon les rapports cellulaires qu’elles représentent pour ensuite être analysées par
immunobuvardage. B) Immunobuvardage sur les fractions mitochondriales et nucléaires
recueillies sans qu’elles aient été préalablement diluées. Panneau supérieur: anti-IgG de
chèvre couplé à la peroxydase suivi d’un anti-IgG de lapin couplé à la peroxydase; Deuxième
panneau : anti-Citlp (contrôle mitochondrial) suivi d’un anti-1gO de lapin couplé à la
peroxydase; Troisième panneau : anti-Noplp (contrôle nucléaire) suivi d’un anti-IgG de
souris couplé à la peroxydase; Dernier panneau : anti-Yrblp (contrôle cytoplasmique) suivi
d’un anti-1gO de souris couplé à la peroxydase.
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immunobuvardage nous indique qu’une étape supplémentaire de purification serait
nécessaire afin d’obtenir un extrait cytoplasmique exempt de mitochondries et de
noyaux (Figure 6A, puits cytoplasme).
Le fractionnement de l’extrait brut de mitochondries dans un gradient continu
de 5 à 25 % de Nycodenz nous a permis de recueillir les mitochondries purifiées
isolées sous forme d’une bande à une concentration de 16 % de Nycodenz. Puisque
les cellules fractionnées ont été préalablement cultivées dans du lactate, cette bande
est facilement repérable, car les mitochondries ont acquis une coloration beige et leur
densité sous ces conditions est bien établie (Glick & Pon, 1995). L’analyse de la
fraction mitochondriale par immunobuvardage à l’aide des anticorps anti-Citlp, anti
Noplp et anti-Yrblp témoigne de la pureté de cet échantillon mitochondrial récupéré.
En effet, cette méthode nous a permis d’isoler ces organelles, comme le démontre la
détection de la protéine Citlp, et il ne semble pas y avoir de contamination par des
protéines cytoplasmiques ou nucléaires (Figure 6B, puits mitochondries). Puisque la
protéine Citlp n’était pas détectable dans l’extrait de mitochondries équilibré selon
les rapports cellulaires qu’il représente (Figure 6A, puits mitochondries), nous avons
cru bon d’analyser l’échantillon prélevé sans le diluer. C’est ce dernier qui confirme
l’efficacité de la méthode de purification employée. Les problèmes de détection de
Citlp dans l’échantillon mitochondrial pourraient être causés par une dilution trop
prononcée de ce dernier lors de son équilibration, ce qui ferait en sorte que la quantité
de Citlp analysée par immunobuvardage se situe sous le seuil de détection de la
méthode de révélation utilisée. En ce qui concerne l’extrait brut de noyau, il a été
fractionné à l’aide d’un gradient discontinu de Ficoll 30 à 50 %. Les noyaux purifiés,
formant une bande blanche diffuse dans le gradient au niveau de la couche de Ficoll
40 %, ont été recueillis et analysés. Puisqu’il est connu que les souches protéases
déficientes donnent un bon rendement de noyaux hautement purifiés par cette
méthode, nous avons utilisé la souche cIABYS$6 à cette fin (Dove et aï., 199$). La
détection de la protéine Noplp dans l’extrait prélevé montre que cette technique de
purification est efficace. Cependant, l’échantillon semble contaminé par des protéines
mitochondriales, car la protéine Citlp y est présente (Figure 6A et 6B, puits noyaux).
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Cette contamination pourrait être due à des densités voisines de ces organelles non
résolues sous les conditions de séparation isopycnique utilisées ou à la possibilité que
la protéine Citlp soit une protéine qui s’échappe facilement de la mitochondrie.
Puisque la protéine Yrblp n’y est pas détectée, nous excluons l’hypothèse que nous
avons recueillis des sphéroplastes intacts dans cet extrait.
L’anticorps contre Lrelp que nous avons produits en lapin ne fonctionnant pas
en immunobuvardage (non présenté), nous avons construit le plasmide ProtA
LRE]/pNOPPATA1L capable de synthétiser la protéine de fusion Lrelp-ProtA.
L’ avantage conféré par cette protéine de fusion est que nous pouvons nous servir de
n’importe quel anticorps pour la détecter, car, tel que mentionné précédemment, la
protéine A a la propriété de lier spécifiquement et très fortement la portion constante
de la chaîne lourde des immunoglobulines. Nous avons poussé cet atout encore plus
loin en utilisant des anticorps primaire et secondaire couplés à la peroxydase, ce qui
permet d’amplifier le signal lors de la détection. De plus, cette protéine de fusion
étant sous le contrôle du promoteur constitutif NOF] (Hellmuth et al., 199$), les
niveaux d’expression du gène LREJ sont augmentés par rapport à ce que nous avons
pu observer lorsqu’il est sous le contrôle de son propre promoteur (non présenté), ce
qui accroît encore plus nos chances d’obtenir un signal raisonnable. Tel qu’illustré
aux panneaux supérieurs de la figure 6, la protéine Lrelp-ProtA est majoritairement
retrouvée dans la fraction nucléaire et très faiblement dans l’extrait mitochondrial non
équilibré. Cependant, il nous est impossible de quantifier cette localisation
différentielle à cause des difficultés rencontrées avec l’analyse des échantillons
équilibrés expliquées ci-haut. Toutefois, nous croyons que le signal détecté pour la
protéine Lrelp-ProtA dans la fraction mitochondriale témoigne de la présence de
celle-ci dans ce compartiment, car l’échantillon mitochondrial ne semble pas
contaminé par des protéines nucléaires. Ces résultats semblent donc indiquer que
Lrelp est une protéine nucléaire dont une très faible sous-population pourrait être
localisée dans la mitochondrie. De plus, cette localisation nucléaire de Lrelp appuie
C les résultats d’interaction in vivo avec Gsplp aussi présente dans ce compartiment.
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Puisqu’il est connu que Gsplp peut s’associer à la chromatine nucléaire, soit
par liaison directe aux histones H3 et H4 ou via son interaction avec Prp2Op (Bilbao
Cortes et al., 2002), nous avons voulu pousser la localisation de Lrelp un peu plus
loin en vérifiant si elle peut être co-purifiée avec la chromatine. Nous avons employé
une méthode permettant la purification partielle de la chromatine suite à la lyse de
sphéroplastes, dans un tampon renfermant du sorbitol, provoquée par un détergent
non ionique, le Triton X-100. La chromatine demeurant insoluble dans ces
conditions alors que la vaste majorité des protéines sont solubilisées, il est ensuite
possible de la récupérer par centrifugation. fi a déjà été montré que la presque totalité
de l’ADN cellulaire est récoltée dans cette fraction et que moins de 5 % des protéines
cellulaires totales y sont présentes (Donovan et aÏ.,l997). Donc, préalablement à
l’analyse par immunobuvardage de nos différentes fractions recueillies, nous avons
estimé la quantité de protéines comprises dans chaque extrait grâce à un SDS-PAGE
suivi d’une coloration au bleu de Coomassie. Le gel coloré présenté à la figure 7A
montre que notre purification de chromatine semble avoir bien fonctionné,
puisqu’elle renferme une très faible proportion de protéines comparativement à
l’extrait total. Afin de s’en assurer complètement, nous avons contrôlé les différentes
fractions en les analysant par immunobuvardage à l’aide d’un anti-Yrblp, dirigé
contre une protéine majoritairement cytoplasmique (Schlenstedt et al., 1995b), et
d’un anti-Lys2Op/Lys2lp, détectant des protéines nucléaires non associées à la
chromatine (Chen et aï., 1997; J. P. Ans, communication personnelle). La présence
de ces protéines étant décelée uniquement dans l’extrait total et l’extrait non
chromatine (Figure 73, deuxième et troisième panneaux), ce résultat confirme la
réussite de notre purification. Une fois de plus, nous avons utilisé la protéine de
fusion Lrelp-ProtA afin de localiser Lrelp dans ces extraits cellulaires pour les
raisons expliquées précédemment. Comme il est montré au premier panneau de la
figure 7B, une sous-population de Lrelp-ProtA est retrouvée associée à la chromatine
dans la cellule. De plus, cette association à la chromatine est spécifique à la portion
Lrelp de la protéine de fusion, car la protéine A seule n’est pas co-purifiée avec la
chromatine (Figure 7B, quatrième panneau).
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Figure 7 — Caractérisation de la liaison de Lrelp-ProtA à la chromatine
par essai de purification de chromatine. A) Les cellules de la souche cIABYS$6 ont
été transformées avec le vecteur PNOpI-ProtA ou le plasmide ProtA-LREI/pNOPPATA IL et
cultivées jusqu’à l’obtention d’une D.O.600nm de 0,5 à 1,0. La paroi cellulaire a été digérée à
la zymolyase 100T et les sphéroplastes ont été lysés par ajout de Triton X-100 (1 %), la
chromatine demeurant insoluble dans ces conditions. Une première fraction correspondant à
l’extrait total a été recueillie. Les cellules lysées ont été centrifugées à 15 800g et le
surnageant correspondant à la fraction non chromatine a été prélevé. Le culot correspondant
à la chromatine a été lavé avec du Triton X-100 (0,25 %) et resuspendu dans du tampon de
chargement. Les fractions recueillies ont été analysées par SDS-PAGE suivi d’une coloration
au bleu de Coomassie. MW marqueur moléculaire, ET extrait total, N-CHR fraction non
chromatine, CHR fraction chrornatme. B) Immunobuvardage sur les différents échantillons
recueillis lors de la purification de chromatine. Premier et quatrième panneaux : anti-IgG de
chèvre couplé à la peroxydase suivi d’un anti-IgG de lapin couplé à la peroxydase; Deuxième
panneau : anti-Lys2Op/Lys2lp (contrôle nucléaire, non associées à la chrornatine) suivi d’un
anti-IgG de lapin couplé à la peroxydase; Troisième panneau anti-Yrblp (contrôle
cytoplasmique) suivi d’un anti-lgG de souris couplé à la peroxydase. ET: extrait total, N
CHR fraction non chromatine, CHR : fraction chromatine.
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4. Des phénotypes communs à ceux observés chez des mutants de la voie PKA
sont associés à la délétion de LRE1
Les essais de co-immunoprécipitation de Lrelp et Gsplp suggèrent que ces
deux protéines sont partenaires dans un même complexe protéique chez S. cerevisiae
et appuient la possibilité d’une interaction directe entre elles démontrée par l’essai de
transcription-traduction in vitro. En ce qui concerne les résultats de localisation
subcellulaire, ils proposent qu’elles se rencontrent dans le noyau et qu’il est fort
probable qu’elles soient simultanément associées à la chromatine. À la lumière de
ces preuves scientifiques, nous avons voulu éclaircir la signification biologique de
cette interaction. Pour ce faire, nous avons tenté de caractériser plus en détails le
produit du gène LRE] en étudiant les phénotypes associés à sa délétion. À cet effet,
nous avons cru intéressant de générer des mutants Ïre]zi dans différentes souches de
S. cerevisiae présentant toutes un bagage génétique différent afin de sélectionner les
souches plus sensibles ou moins affectées par l’absence du produit de ce gène. Nous
avons eu recours à une stratégie de remplacement de gène fréquemment utilisée dans
les travaux de caractérisation de gènes chez la levure afin d’obtenir ces mutants.
Cette méthode consiste à synthétiser un allèle mutant, en remplaçant la portion
codante du gène d’intérêt par une cassette de résistance à un antifongique ou par un
marqueur génétique permettant la complémentation d’une auxotrophie. Par la suite,
en transformant une souche avec cet allèle flanqué des 40 nucléotides en amont et
aval du gène d’intérêt, son intégration est ciblée dans le génome au niveau du locus
de celui-ci par recombinaison homologue (Rothstein, 1991).
Des travaux antérieurs ayant montré que les mutants ireM partagent certains
phénotypes avec ceux affectés au niveau de la voie PKA (Bianchi et al., 1999;
Tomiin et aï., 2000; Versele & Thevelein, 2001), nous avons voulu orienter nos
études phénotypiques dans cette direction. Généralement, ces essais consistent à
déposer, sous forme de goutte, des dilutions en série des souches à l’étude sur un pétri
renfermant le composé responsable du phénotype à caractériser. Celui-ci est ensuite
déterminé en comparant la croissance des souches à l’étude pour une même dilution.
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Figure $ — Effet de la mutation trelzi sur la sensibilité au glucose. A) Des
dilutions en série (1:10) de différentes souches de S. cerevisiae, LREI ou ÏreIzI, ont été
déposées sous forme de goutte sur des pétris renfermant du glucose comme source de
carbone. B) Des dilutions en série (1:10) de la souche UCC3505, LRE] ou lre]L1, Ont été
déposées sous forme de goutte sur des pétris renfermant du glucose, du galactose ou un
mélange de glycérol et éthanol comme source de carbone.
Dans un premier temps, sachant qu’une activité PKA élevée peut être toxique pour la
cellule (Oliver et ctt., 2002), que cette dernière est activée entre autre par le glucose et
qu’une fonction antagoniste à celle de la PKA a déjà été associée à Lrelp (Versele &
Thevelein, 2001), nous avons tenu à étudier le comportement des différents mutants
lrelzI selon la source de carbone utilisée pour supporter leur croissance. Tel que
montré à la figure 8A, les souches sauvages SEY62YO, 3Y4741, PSY962 et
UCC3505, ainsi que les mutants ÏrelLl chez ces deux premières souches, n’ont
aucune difficulté à croître en présence de glucose. Cependant, un défaut de
croissance est observé chez les mutants ÏreM des souches PSY962 et UCC3505, ce
qui suggère que le glucose a un effet négatif sur la croissance de ces mutants. Afin de
vérifier que le retard de croissance associé à ces derniers est spécifique au glucose,
nous avons fait l’investigation d’une toxicité associée à d’autres sources de carbone
ne semblant pas induire l’activité PKA, soit le galactose et un mélange de glycérol et
éthanol. À cet effet, nous nous sommes concentrés sur le mutant Ire]zl de la souche
UCC3505. Encore une fois, nous observons, à la figure $B, que la souche LREJ
•oik;.. r
B.
.•.
..
YPDA YP(Gal)A YP(G/E)A
..
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pousse très bien, peu importe la source de carbone utilisée. Pour ce qui est du mutant
lre]zi, un très faible délai de croissance est associé à la croissance sur galactose ou
sur un mélange de glycérol et éthanol (Figure 8B, panneaux 2 et 3) alors qu’un délai
plus significatif est obtenu lors de la croissance en présence de glucose (Figure 8B,
panneau Ï). II semble donc qu’une bonne proportion du défaut de croissance associé
au mutant ÏreM de la souche UCC3505 est spécifique au glucose.
Les résultats de sensibilité au glucose des différents mutants ire lA générés
étant étonnants vu un comportement divergent de quelques souches en présence de
cette source de carbone, nous avons cru intéressant de reprendre l’essai de sensibilité
à la caféine de Bianchi et ai. (1999). La caféine est un analogue de la xanthine qui
entraîne un délai de la progression du cycle cellulaire et une entrée prématurée en
mitose, interfère avec les voies de recombinaison et de réparation de l’ADN en plus
d’être un inhibiteur des phosphodiestérases, responsables de la conversion de l’AMPc
en AMP (Benko et ai., 1997; Arudchandran et al., 2000). 11 exerce donc un effet
agoniste sur la voie PKA. Lors de cet essai, il avait été montré que le mutant ire lA
étudié était sensible à la caféine. Nous avons donc voulu vérifier le phénotype des
mutants irelzi des deux souches qui ne semblent pas sensibles au glucose, soit les
souches SEY6210 et BY4741, afin de pouvoir établir un lien entre ceux-ci et la voie
PKA. Puisque des éléments de preuves accordent à Lrelp une fonction antagoniste à
celle de la voie PKA, l’effet de la caféine sur les mutants Ïrelzl devrait augmenter la
toxicité associée à une voie PKA hyperactive. C’est ce que nous observons à la
figure 9. De fait, pour les deux souches à l’étude, l’effet de la caféine est beaucoup
moins senti chez la souche LREJ que chez le mutant ireM (souche SEY621O:
panneau 2; souche BY4741 : panneau 3). Encore une fois, nous remarquons une
différence des niveaux de toxicité entre les souches. Effectivement, une
concentration de 0,35 % de caféine est suffisante pour observer une hausse du taux de
mortalité associée à la délétion du gène LREJ chez la souche SEY62ÏO (Figure 9,
panneau 2) alors qu’une concentration d’au moins 0,45 % est requise pour observer le
même résultat chez BY4741 (Figure 9, panneau 4). Les résultats de sensibilité au
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figure 9 — Effet de la mutation trelzl sur la sensibilité à la caféine.
Des dilutions en série (1:10) des souches SEY62t0 et BY4741, LRE] ou trelzl, ont été
déposées sous forme de goutte sur des pétris renfermant différentes concentrations de caféine.
glucose et à la caféine suggèrent un lien entre LRE] et la voie PKA chez S. cerei’isiae
qui semble plus subtil chez certaines souches. Ce phénomène peut être expliqué par
un effet supplémentaire relié au contexte génétique des différentes souches à l’étude.
Des preuves suggérant un lien entre LRE] et la voie PKA étant maintenant
établies, nous nous sommes intéressés à déterminer à quel niveau Lrelp est impliquée
dans cette cascade de signalisation. Les études épistatiques menées par Versele &
Thevelein (2001) démontrent que Lrelp n’altère pas les composantes régulant les
niveaux d’AMPc ou d’activité PKA et qu’elle semble exercer ses fonctions
indépendamment de la voie de transduction de signal PKAIAMPc. Cependant, nous
croyons qu’il serait possible qu’elle agisse en aval de celle-ci sur d’autres cibles de
cette voie. En effet, ces travaux ayant été focalisés sur l’effet de la délétion ou
surexpression de LRE] sur la résistance à la chaleur et les niveaux de tréhalose, ils
montrent seulement que le rôle de Lrelp dans ces deux processus ne prend pas place
au sein de la voie PKA et qu’elle agit donc sur certaines cibles communes à cette
dernière. Nous avons donc décidé «étudier l’effet de la délétion de LREI sur le
silencing transcriptionnel télomérique, un processus par lequel un gène situé à
proximité du télomère est réprimé transcriptionnellement à cause de la structure
ri
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figure 10 — Effet de la mutation treM sur le silencing transcriptionnel
télomérîque. A) Des dilutions en série (1:10) de la souche UCC3505, LREJ ou Ire ItJ, ont
été déposées sous forme de goutte sur des pétris renfermant ou non de l’uracite. B) Des
dilutions en série (1:10) de la souche UCC3505, LRE] ou lrelzl, ont été déposées sous forme
de goutte sur des pétris renfermant une concentration limitante d’adénine.
fermée de la chromatine. Ce phénomène est inhibé par la PKÀ activée. À cet effet,
nous avons utilisé la souche UCC3505 construite dans le but d’identifier des gènes
importants pour les fonctions télomériques (Singer & Gottschling, 1994). Celle-ci a
été modifiée de sorte à avoir deux marqueurs génétiques localisés à proximité de
deux loci télomériques différents, soit ADE2 adjacent au télomère du bras droit du
chromosome V et URA3 contigu au télomère du bras gauche du chromosome VII.
Cette souche arbore aussi une délétion au niveau du gène PPR] codant pour un trans
activateur du gène URA3, ce qui entraîne une répression transcriptionnelle plus étroite
de ce gène rapporteur. Sous des conditions propices au silencing transcriptionnel
télomérique, cette souche est auxotrophe pour l’uracile et les colonies qui poussent en
présence d’une faible quantité d’adénine ont une teinte rouge. Ceci est dû au fait que
la voie de biosynthèse de ce nucléotide est bloquée à l’intermédiaire catalysé par le
produit du gène ADE2 qui confère une teinte rouge aux cellules (Roman, 1956).
Nous avons donc généré un mutant Ire lA chez cette souche afin de déterminer l’effet
de la délétion de LRE] sur le silencing transcriptionnel télomérique. Tel que présenté
à la figure 1OA, le mutant ÏreM pousse beaucoup mieux que la souche LRE] en
$0
absence d’uracile alors que les deux souches semblent bien pousser en présence
d’uracile. Ce résultat suggère que l’absence de LREJ provoque une levée du
silencing transcriptionnel télomérique. De plus, la figure lOB appuie cette preuve,
car en présence d’une faible quantité d’adénine, les cellules de la souche LRE]
adoptent une teinte rouge (phénotype Ad&) alors que celles du mutant ire lA
demeurent blanches (phénotype Adej. Cet essai confirme donc que l’action de
Lrelp dans la cellule est antagoniste à celle de la PKA. De plus, il nous a permis
d’identifier une nouvelle cible contrôlée par Lrelp et partagée avec la PKA.
5. La purification par affinité en tandem pour identifier ]es partenaires
protéiques de Lrelp
Puisque plusieurs nouvelles preuves scientifiques tendent à associer Lrelp à
une fonction antagoniste à celle de la voie PKA, mais que le rôle de cette protéine sur
les cibles communes à cette voie n’est pas encore caractérisé, nous avons voulu
identifier les partenaires protéiques de Lrelp. Ceci pourrait nous aider à déterminer
si Lrelp agit en aval de la PKA ou dans une voie parallèle à celle contrôlée par cette
kinase. De plus, il nous serait peut-être possible d’établir un lien potentiel entre
Gsplp et la voie PKA. Pour ce faire, nous avons eu recours à la méthode de
purification par affinité en tandem (TAP; Rigaut et al., 1999; Puig et aÏ., 2001). Cette
technique permet la purification de protéines exprimées à des niveaux physiologiques
et au coeur des complexes protéiques dans lesquels elles sont retrouvées dans la
cellule en ayant recours à deux purifications par affinité successives. Tout d’abord,
elle consiste à forcer l’introduction d’une étiquette TAP (peptide de liaison à la
calmoduline, site de clivage de la protéase TEV et protéine A) en fusion avec le locus
du gène d’intérêt de manière à ce que la protéine de fusion soit exprimée à des
niveaux physiologiques. À partir du plasmide pBS 1479, nous avons généré un
fragment de PCR composé de (1) 50 nucléotides en amont du codon stop de LREJ,
(2) la cassette TAP suivie du gène de biosynthèse du tryptophane de la levure
Kinyveromyces lactis (k1TRP]) et (3) de 50 nucléotides en aval du codon de
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terminaison de LREJ. En transformant la souche W303 avec ce produit de PCR,
l’intégration de l’étiquette TAP dans le génome de celle-ci par recombinaison
homologue devrait être ciblée en C-terminal du locus du gène LRE] (voir figure
liA). il est impossible que cette insertion génomique se fasse au niveau du locus
TRFJ, car la séquence du gène k1TRP] de K lactis présente sur le fragment de PCR
n’est pas assez homologue à celle du gène TRF] de S. cerevisiae pour qu’il puisse y
avoir recombinaison au niveau de ce site. Suite à l’obtention de notre souche W303
LRE]-TAP, nous avons, dans un premier temps, vérifié l’expression et la
fonctionnalité de la protéine de fusion Lrelp-TAP. Tel que présenté à la figure 1 lB,
la protéine de fusion Lrelp-TAP est détectée dans un extrait total de protéines de la
souche W303 LRE]-TAF et semble posséder un poids moléculaire apparent de 100
kDa. Le poids moléculaire calculé pour cette protéine de fusion est de 85,4 kDa. En
ce qui concerne l’étude de sa fonctionnalité, nous nous sommes basés sur le test de
sensibilité au glucose utilisé précédemment pour associer des phénotypes à l’absence
du produit du gène LRE] chez la levure. Tel que montré à la figure 1 1C, le
comportement de la souche W303 LRE]-TAP en présence de glucose est identique à
celui de la souche sauvage. En effet, aucune sensibilité à cette source de carbone
n’est observée, alors que c’est le cas pour le mutant Ïre]zi. Ces résultats démontrent
que la fusion génomique entre le gène LRE] et l’étiquette TAP ne nuit pas à
l’expression ni à la fonction de la protéine Lrelp, ce qui nous permet de passer à la
purification des complexes protéiques.
Afin d’obtenir rapidement un lysat cellulaire à partir d’un culot issu d’une
culture de 3L d’une D.O.600nm de 1,5, nous avons procédé à une lyse mécanique du
culot congelé à l’aide d’un moulin à café (Krogan et al., 2002). Les avantages reliés
à cette procédure de lyse sont la rapidité, l’efficacité, mais surtout la simplicité du
montage utilisé. De plus, tel que présenté à la figure 11E, cette méthode d’extraction
en plus des conditions utilisées n’entraînent pas de dégradation de la protéine de
fusion (puits extrait total dialysé). La protéine Lrelp-TAP et ses partenaires associés
ont été purifiés à partir de ce lysat total via deux purifications par affinité successives.
A. Fragment de PCR amplifié à partir du plasmide pBS1479
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figure 11 — Identification de partenaires protéiques de Lrelp-TAP par
purification par affinité en tandem. A) Fusion de l’étiquette TAP en 3’ du gène LRE]
par intégration ciblée dans le génome de la souche W303. B) Vérification de l’expression de
la fusion génomique LRE]-TAP suite à l’analyse d’un extrait total de protéines de la souche
W303 LREI-TAP par immunobuvardage avec un anti-IgG de chèvre couplé à la peroxydase
suivi d’un anti-IgG de lapin couplé à la peroxydase. C) Vérification de la fonctionnalité de la
protéine de fusion Lrelp-TAP à l’aide de dilutions en série (1:10) de la souche W303,
sauvage, LREI-TAP ou Ire 1/1, déposées sous forme de goutte sur un pétri renfermant du
glucose. D) Les cellules de la souche W303, sauvage ou LRE]-TAP, ont été cultivées jusqu’à
une de 1,5. Les culots congelés ont été lysés au moulin à café et le lysat a été
centrifugé à 106 000g. Le surnageant a été dialysé et centrifugé à 106 000g pour ensuite être
incubé avec des billes de calmoduline en présence de 2 mM de CaCl2. Les billes de
calmoduline ont été éluées par ajout de 3 mM d’EGTA et les fractions recueillies ont été
analysées par SDS-PAGE suivi d’une coloration au nitrate d’argent. WT : souche W303
sauvage, L-T: souche W303 LREI-TAP. E) Immunobuvardage sur les différents
échantillons recueillis lors de la purification par affinité. Panneau supérieur : anti-IgG de
chèvre couplé à la peroxydase suivi d’un anti-IgG de lapin couplé à la peroxydase; Panneau
inférieur : anti-Gsplp suivi d’un anti-IgG de lapin couplé à la peroxydase.
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La première résine utilisée est composée de billes IgG sépharose. Elle permet la
rétention des complexes renfermant la protéine étiquettée via la forte affinité du
segment protéine A de l’étiquette TAP pour la portion constante des anticorps.
L’élution en condition native des complexes accrochés à la résine est possible par
clivage de l’étiquette par la protéase TEV du virus de la mosaïque du tabac. En effet,
un site de clivage spécifique à cette protéase est situé entre la protéine A et le peptide
de liaison à la calmoduline. L’échantillon élué recueilli est ensuite mélangé à des
billes de calmoduline. Les complexes protéiques comprenant la protéine de fusion y
sont retenues en présence de CaC12 grâce à des interactions hydrophobes entre la
résine et le peptide de liaison à la calmoduline de l’étiquette TAP. L’élution en
condition native des complexes accrochés aux billes est possible suite à l’ajout
d’EGTA, un chélateur du calcium nécessaire à cette interaction hydrophobe. Après
avoir analysé les différentes fractions éluées de cette dernière résine par coloration au
nitrate d’argent d’un gel de gradient de polyacrylamide 4 à 20 %, nous avons observé
que nous ne récupérions pas beaucoup de protéines comparativement à ce que nous
attendions (non présenté). De plus, nous avons conclu que notre protéine de fusion
Lrelp-TAP ne s’accroche pas efficacement aux billes IgG sépharose. Effectivement,
un immunobuvardage dirigé contre la portion protéine A de celle-ci nous a permis de
constater qu’elle se retrouve majoritairement dans la fraction des protéines de l’extrait
total n’interagissant pas avec les billes (non présenté). Ceci pourrait s’expliquer par
le fait que la portion protéine A de la protéine de fusion Lrelp-ProtA soit masquée
par la conformation tridimensionnelle de cette dernière en condition physiologique.
Heureusement, la purification par affinité à l’aide des billes de calmoduline étant
efficace, nous avons tenté d’identifier des partenaires protéiques de Lrelp en n’ayant
recours qu’à celle-ci. Cependant, comme en témoigne la figure 1 1D, cette seule étape
de purification n’est pas suffisante. En effet, beaucoup de protéines semblent
s’accrocher à la calmoduline des billes dans les conditions utilisées sans qu’une
interaction spécifique avec la protéine de fusion à l’étude soit nécessaire. De fait, en
comparant l’extrait total dialysé et la fraction éluée issus de la souche W303 LREJ
TAF, il ne semble pas y avoir un enrichissement notable de certaines protéines après
purification des complexes protéiques (Figure 1 1D, puits L-I). La même conclusion
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peut être tirée par comparaison des échantillons de la souche codant pour la protéine
Lrelp non étiquettée avec celle produisant la protéine de fusion Lrelp-TAP (Figure
1 1D, puits WT et L-T de la fraction éluée). De plus, la calmoduline étant une
protéine régulant une variété de processus cellulaires chez les eucaryotes, plusieurs de
ses cibles peuvent être récupérées lors de cette étape de purification (Cyert, 2001).
L’immunobuvardage est une technique permettant la détection de protéines
spécifiques à partir d’un mélange protéique. De plus, certains partenaires physiques
potentiels de Lrelp ayant été identifiés à l’aide de la technique du deux-hybrides, tels
que Nup$4p, Sua7p, Cbklp et Brnh2p (Racld et al., 2000; Ito et al., 2001;
Mayordomo & Sanz, 2002), nous avons tenté de confirmer ces résultats. Même si
nous avions en notre possession des anticorps dirigés contre les protéines Nup84p et
Sua7p, nous avons été incapables de trouver les conditions expérimentales permettant
leur détection dans un extrait total de protéines (non présenté). Nous avons tout de
même réussi à détecter Gsplp dans la fraction éluée de la souche W303 LRE]-TAF,
ce qui colTobore l’interaction in vivo entre ces deux protéines suggérée par l’essai de
co-immunoprécipitation (Figure 11E, deuxième panneau). Encore une fois, la
purification de Gsplp est spécifique à la présence de Lrelp dans l’extrait protéique.
Effectivement, cette protéine est détectée seulement dans l’échantillon élué
renfermant la protéine de fusion Lrelp-TAP dont le peptide de liaison à la
calmoduline de l’étiquette est nécessaire à l’étape de purification par affinité (Figure
11E, puits fraction éluée).
6. Une fonction mitochondria]e pourrait être associée à Lrelp
L’identification de partenaires protéiques de Lrelp par purification par affinité
en tandem n’ayant pas fourni les résultats escomptés, nous avons décidé d’utiliser une
autre approche afin d’associer des fonctions à cette protéine. En effet, sur une base
de collaboration, Guillaume Lesage du laboratoire de Howard Bussey (Université
McGill) a effectué un criblage de létalité synthétique systématique avec LREJ (Tong
et aÏ., 2001). Brièvement, cet essai consiste à obtenir une souche haploïde renfermant
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une délétion au niveau de deux gènes différents. Il est important de noter que les
souches haploïdes arborant une seule de ces mutations sont viables, car le présent
criblage est limité aux gènes non essentiels. Un phénotype de létalité synthétique est
associé aux mutants dont la croissance est affectée négativement par la combinaison
des deux délétions. fi est alors possible d’établir une relation fonctionnelle entre le
gène d’intérêt et l’autre gène muté, car ce phénotype suggère que les produits de
ceux-ci participent dans une même voie biochimique ou dans deux voies
biochimiques parallèles et redondantes. Trois gènes ont été identifiés par cette
approche (H. Bussey, communication personnelle). Le premier est le gène fYV5,
dont le produit n’a pas encore été caractérisé. Le second est le gène IMF2 codant
pour une sous-unité de la protéase de la membrane interne de la mitochondrie requise
pour la translocation des protéines vers l’espace intermembranaire de cet organelle
(Nunnari et al., 1993). Le troisième est le gène RRF6 encodant pour une composante
de l’exosome nucléaire impliquée dans la maturation des ARNr (Briggs et al., 1998).
Les essais de létalité synthétique proposent un lien génétique entre LRE] et
IMP2, un gène codant pour la sous-unité d’une protéase de la membrane
mitochondriale interne. De plus, une sous-population de la protéine Lrelp pourrait
possiblement être retrouvée dans la mitochondrie selon nos résultats de
fractionnement subcellulaire. Nous avons donc voulu faire l’investigation de cette
relation potentielle entre Lrelp et une fonction mitochondriale. Pour ce faire, nous
avons cru bon d’étudier le comportement d’un mutant ireM chez une souche rho°,
dépourvue d’ADN mitochondrial (ADNmt) et, conséquemment, de fonctions
mitochondriales. Le génome mitochondrial de S. cerevisiae comporte 85 kb. Il code
pour 24 ARNt, 2 ARNr et 13 polypeptides retrouvés dans les sous-unités I, II et III de
la cytochrome c oxydase ainsi que dans l’ATP synthase. Donc, les produits issus des
gènes mitochondriaux sont impliqués dans la chaîne de transport des électrons (Groth
et al., 2000). Afin d’obtenir des souches rho°, nous avons procédé à un traitement au
bromure d’éthidium, un agent mutagène puissant, qui induit la perte d’ADNmt (Fox
et aÏ., 1991). Nous avons choisi de faire subir ce traitement aux souches BY4741 et
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YP11499 LREJ et Ïre]A (rJw) car le phénotype des mutants irelA en ce qui
concerne la sensibilité au glucose et à la caféine sont divergents dans ces deux
contextes génétiques. En effet, le mutant BY4741 ireM est celui qui montre la
sensibilité la moins prononcée au glucose et à la caféine contrairement au mutant
YPH499 ireM (Figure 8A et $B). Il est important de souligner que YPH499 est la
souche parentale de UCC3505 (Singer & Gottschling, 1994). Avant de procéder à
tout essai, nous avons confirmé le caractère rho° de nos souches selon leur capacité à
croître en présence d’une source de carbone fermentescible, comme le glucose, et non
fermentescible, tel un mélange de glycérol et éthanol. Le génome mitochondrial code
pour des gènes dont les produits sont impliquées dans la chaîne de transport des
électrons. Celle-ci joue un rôle important dans la production d’énergie chez les
organismes aérobies (Mandavilli et al., 2002). Alors, les mutations au niveau du
génome mitochondrial empêchent la cellule de se procurer de l’énergie via un
métabolisme respiratoire. Par conséquent, les souches rho° ne peuvent croître qu’en
présence d’une source de carbone fermentescible (Fox et al., 1991). Les résultats
présentés à la figure 12 démontrent bien que nos souches traitées au bromure
d’éthidium arborent le caractère rho°, car elles sont incapables de pousser en présence
de glycérol et éthanol (panneaux 2 et 4) alors que le glucose peut supporter leur
croissance (panneaux 1 et 3). Nous avons ensuite voulu déterminer si l’effet du
glucose sur nos mutants ire lzl est le même dans un contexte génétique rho et rho°.
Tel que montré au panneau 1 de la figure 12, la mutation ÏreM engendre un retard de
croissance sur glucose en absence de l’expression du génome mitochondrial (lrelzl
rho°) chez la souche BY4741 comparativement à ce que nous observons pour le
mutant lrelzi chez la même souche renfermant de l’ADNmt (ireM rhoj. Cependant,
ce retard de croissance est aussi observé pour la souche LREJ rho°. Donc ce
phénotype n’est pas spécifique à l’absence du produit du gène LRE]. Aucun effet du
glucose sur la croissance n’est observé pour la souche YPH499, LREJ ou ireM,
portant un génotype mitochondrial rho0 comparativement à leurs souches rho
respectives (Figure 12, panneau 3). Il semble donc que le contexte génétique de
celle-ci lui confère naturellement un phénotype mitochondrial. Il serait possible que
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Fîgure 12 — Effet de la mutation ireM, dans un contexte génétique rho°,
sur la sensibilité au glucose. Des dilutions en série (1:10) des souches BY4741 et
YPH499 LREI ou Ire Izl, traitées ou non au bromure d’éthidium, ont été déposées sous forme
de goutte sur des pétris renfermant du glucose ou un mélange de glycérol et éthanol comme
source de carbone.
la souche YPH499 porte des lésions limitées au niveau de son génome mitochondrial
affectant une des fonctions mitochondriales, mais lui permettant tout de même de
pousser sur une source de carbone non fermentescible (Figure 12, panneau 4). De
telles souches ont été identifiées mit-, mais sont aussi nommées rÏio, car leurs
mitochondries demeurent fonctionnelles (Fox et aÏ., 1991). Étonnamment, l’effet du
glucose sur le mutant trelzI rho de la souche YPH499 n’est pas aussi senti que celui
observé aux figures $A et 8B. Cette différence dans nos résultats peut s’expliquer par
le fait que les photos montrées au panneau 1 de la figure $ ont été prises après 24
heures d’incubation alors que celles présentées au panneau 3 de la figure 12 ont été
prises après 48 heures d’incubation. En effet, nous avons remarqué que le phénotype
de sensibilité au glucose observé s’estompe après 72 heures d’incubation (non
présenté). Donc, nos résultats ne font ressortir aucun effet notable de l’absence de
fonctions mitochondriales sur la sensibilité au glucose des mutants lrelzi étudiés.
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Afin d’associer une fonction mitochondriale au produit du gène LRE], nous
avons décidé d’utiliser une autre approche. Il est connu que des mitochondries
fonctionnelles sont requises pour permettre la résistance aux stress oxydatifs. Or, le
peroxyde d’hydrogène (H202), produit par le métabolisme respiratoire et l’oxydation
des nutriments afin d’en soutirer de l’énergie, est un des produits toxiques dérivés de
l’oxygène associé à ce type de stress (Grant et al., 1997). Nous avons donc voulu
déterminer si l’effet du peroxyde d’hydrogène est le même chez les mutants Ïre]A en
présence et en absence d’expression du génome mitochondrial. Pour ce faire, nous
avons étudié le phénotype des souches BY4741 et YPH499, LREJ et irelA, en
présence de ce composé. Dans le but de mimer des conditions générant un caractère
rho° chez nos souches, nous avons ajouté à nos milieux de l’antimycine A, un
inhibiteur spécifique de la chaîne de transport des électrons mitochondriale agissant
au niveau du complexe III. Des travaux utilisant la technologie des biopuces d’ADN
de $. cerevisiae ont montré que le traitement des cellules rho avec cet inhibiteur
induit un patron d’expression génique très semblable à celui observé pour les mutants
rho° (Epstein et aÏ., 2001). Encore une fois, nous nous sommes assurés que le
traitement à l’antimycine A confère un phénotype rho° à nos souches en vérifiant leur
incapacité de croissance en présence d’une source de carbone non fermentescible.
Comme en témoignent les résultats présentés à la figure 13, les souches incubées en
présence de cet inhibiteur sont incapables de pousser en présence d’un mélange de
glycérol et éthanol (panneaux 5 et 5’), alors que le glucose supporte très bien leur
croissance (panneaux 1 et 1’). En ce qui a trait au traitement au peroxyde
d’hydrogène, l’effet de ce produit toxique est un peu plus senti chez le mutant Ïre]zl
que chez la souche LRE] (panneau 4). En plus, la sensibilité est amplifiée dans un
contexte génétique mimant l’absence de fonction mitochondriale (panneau 4’).
Cependant, nous remarquons encore une différence des niveaux de toxicité entre les
souches BY4741 et YPH499. En effet, une concentration de 5,5 mM de H202 ne
semble pas perturber la croissance des souches BY4741 rho (panneau 4), alors
qu’une hausse du taux de mortalité est visible chez les souches YPH499 rho à partir
d’une concentration de 5,0 mlvi de H202 (panneau 3). Pour ce qui est des souches
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Figure 13 — Effet de la mutation trel4 dans un contexte génétique rho°,
sur la sensibilité au peroxyde d’hydrogène. Des dilutions en série (1:10) des souches
BY474 I et YPH499 LREJ ou Ire Izi, ont été déposées sous forme de goutte sur des pétris
YPDA, additionnés ou non d’antimycine A et renfermant différentes concentrations de
peroxyde d’hydrogène. Ces mêmes dilutions ont été déposées sur un pétri renfermant un
mélange de glycérol et éthanol comme source de carbone, additionné ou non d’antimycine A.
Des photos ont été prises après 6 jours d’incubation à 30°C.
rho0, l’effet du peroxyde d’hydrogène commence à être senti à 5,0 mM de H202 pour
BY4741, le mutant Ïre]zl étant légèrement plus sensible à ce composé que la souche
LRE] (panneau 3’). Dans le contexte génétique de la souche YPH499, une
concentration de 4,5 mlvi de H202 est suffisante pour entraîner un effet semblable
(panneau 2’). fl est important de souligner que le phénotype observé n’est pas dû à la
sensibilité au glucose associée au mutant Ïre]zi, car les cellules ont pu rattraper leur
retard de croissance durant les 6 jours d’incubation. Nous avons même remarqué
qu’une incubation prolongée ne nous permet pas d’obtenir plus de colonies (non
présenté). Donc, l’effet observé est vraiment une létalité associée à la toxicité du
peroxyde d’hydrogène. En somme, l’effet du peroxyde d’hydrogène est sensiblement
le même pour les mutants tre]zi en présence et en absence de mitochondries
fonctionnelles comparativement aux souches sauvages respectives. Par conséquent,
l’absence du produit du gène LRE] augmente la sensibilité au peroxyde d’hydrogène
même dans un contexte génétique rho°. Les résultats de cette étude épistatique
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suggèrent que Lrelp n’agit pas directement dans le processus de la résistance aux
stress oxydatifs lors de sa fonction mitochondriale potentielle.
DISCUSSION
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Le cycle GDP/GTP de Gsplp/Ran affecte plusieurs processus cellulaires chez les
eucaryotes. Des preuves scientifiques récentes accordent un rôle direct de cette petite
protéine G, indépendant de sa fonction dans le transport nucléocytoplasmique des
macromolécules, dans ces voies cellulaires. Bien que quelques-unes de ses cibles
intervenant dans ces mécanismes sont connues, d’autres restent encore à découvrir.
Dans cet ordre d’idées, la protéine Lrelp a été identifiée comme partenaire protéique
potentiel de la petite protéine G Gsplp grâce à la technique de la librairie d’épitopes
phagiques. La fonction associée au gène LREJ n’étant pas bien définie et cette
interaction génétique avec la voie FRP2O/G$P1 étant jusqu’à présent insoupçonnée,
nous avons tenté de caractériser la protéine issue de ce gène ainsi que son interaction
avec Gsplp.
Dans ce travail, nous avons démontré que les protéines Lrelp et Gsplp
interagissent ensemble, autant in vitro qu’in vivo. Nous avons aussi montré que
Lrelp est une protéine localisée majoritairement dans le noyau, dont une sous-
population est associée à la chromatine, et très minoritairement dans la mitochondrie.
De plus, nos résultats indiquent que les mutants ire lzi partagent certains phénotypes
observés chez des mutants de la voie PKA, tels que la sensibilité au glucose, la
sensibilité à la caféine et la levée du silencing transcriptionnel télomérique. Bien que
nos efforts d’identification des partenaires protéiques de Lrelp par purification par
affinité en tandem n’ont pas connu le succès escompté, nous avons confirmé la
présence simultanée des protéines Lrelp et Gsplp dans un même complexe protéique
chez S. cerevisiae. Les essais de létalité synthétique ont permis d’associer, au produit
du gène LRE], des fonctions mitochondriales et exosomales à caractériser.
Tel que mentionné précédemment, le travail à l’origine de cet ouvrage a été
l’isolement, à deux reprises, du peptide SPHQPSL lors d’un criblage pour des
partenaires potentiels de Gsplp via la technique de la librairie d’épitopes phagiques.
Bien que ce peptide soit très similaire à la région comprise entre les acides aminés
205 à 211 de la protéine Lrelp (SPLRPSL), il contient deux acides aminés différents.
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Malgré cette différence, nous avons cru que cette interaction pouvait être possible
entre ces deux protéines. Il était donc primordial, dans un premier temps, de
confirmer le résultat de ce criblage par un essai de liaison impliquant le mélange de la
protéine Gsplp purifiée, préalablement produite en bactérie, avec la protéine Lrelp
transcrite et traduite in vitro. Les résultats de cet essai s’avèrent positifs et proposent
une interaction physique directe entre ces deux protéines. Cependant, notre démarche
expérimentale ne permet pas d’affirmer que le peptide isolé par la technique de la
librairie d’épitopes phagiques est responsable de cette interaction. Afin de s’en
assurer, il aurait fallu reprendre cet essai en produisant par transcription-traduction in
vitro différentes versions tronquées de la protéine Lrelp de façon à identifier la
portion de cette dernière permettant l’interaction avec Gsplp.
Bien que cet essai de liaison nous ait permis de confirmer l’interaction physique
entre ces deux protéines, cette méthode peut aussi générer des faux positifs. En effet,
puisque le produit du gène LREJ est peu caractérisé, il est possible que Lrelp et
Gsplp ne soient pas localisées dans le même compartiment cellulaire. De plus, les
conditions biochimiques utilisées lors de cet essai in vitro sont très différentes des
conditions physiologiques chez £ cerevisiae. Donc, la possibilité que ce site
d’interaction ne soit pas accessible sur la protéine Lrelp lorsqu’elle adopte sa
conformation tridimensionnelle est à envisager. En plus, les protéines interagissant
ensemble in vivo peuvent le faire de façon directe ou indirecte, soit en se retrouvant
au coeur d’un complexe protéique composé de différentes protéines. Selon ce dernier
ordre d’idées, rien n’exclut que certains partenaires des protéines Gsplp et Lrelp
pourraient soit entrer en compétition pour les peptides nécessaires à cette interaction
physique, soit les masquer en interagissant au niveau d’un site à proximité de ceux-ci.
Ces constatations nous ont poussés à effectuer des essais d’interaction in vivo.
Nous avons eu recours à une méthode nous permettant d’immunoprécipiter les
complexes renfermant la protéine Lrelp à partir d’un lysat cellulaire et de vérifier,
dans un deuxième temps, si la protéine Gsplp y est co-purifiée. Bien que cet essai ne
nous permet pas d’affirmer que Lrelp et Gsplp interagissent directement in vivo, nos
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résultats suggèrent que ces deux protéines sont partenaires au sein d’un même
complexe protéique chez S. cerevisiae. De plus, cette interaction in vivo semble assez
stable. En effet, le délai d’incubation de 4 heures lors de l’essai d’interaction pourrait
être suffisant pour que les interactions protéines-protéines faibles soient perdues.
Cependant, ceci ne semble pas le cas entre Lrelp et Gsplp, puisque nous avons
obtenu un résultat positif dans ces conditions. Inversement, ce délai d’incubation
pourrait aussi encourager la formation de complexes après la lyse cellulaire entre des
protéines qui ne sont pas issues d’un même compartiment cellulaire. Afin de
remédier à cette situation, nous avons utilisé des conditions de lyse et
d’immunoprécipitation très stringentes pour que seules les interactions spécifiques
soient maintenues. En plus, nous nous sommes intéressés à la localisation cellulaire
de Lrelp.
Afin de déterminer dans quel compartiment les protéines Gsplp et Lrelp se
rencontrent et de pouvoir appuyer leur appartenance à un même complexe protéique,
nous avons localisé Lrelp en analysant différentes fractions subcellulaires obtenues
suite à un fractionnement. Cette stratégie nous a permis d’affirmer que cette protéine
est majoritairement nucléaire, bien qu’une sous-population semble être
mitochondriale. Cependant, il nous a été impossible de quantifier cette localisation
différentielle. Or, celle-ci est prédite par le logiciel bioinformatique «PSORT II»
(http :ffpsort.ims . u-tokyo. ac.jp/form2.html). Les modèles de probabilité utilisés par ce
dernier permettent de prédire les sites de localisation cellulaire à partir des
caractéristiques de la structure primaire des protéines. Ceux-ci estiment que la
population totale de Lrelp devrait être répartie de la façon suivante dans la cellule
60,9 % nucléaire, 26,1 % mitochondriale, 8,7 % cytoplasmique et 4,3 % au niveau du
réticulum endoplasmique (Horton & Nakai, 1997). En ce qui concerne la structure
primaire de la protéine Lrelp, elle renferme trois séquences de localisation nucléaire
classiques, similaires à celui de l’antigène grand T du virus SV4O. Celles-ci sont
composées de quatre à cinq acides aminés basiques, soit Ï’histidine (H), la lysine (K)
ou l’arginine (R) (Hicks & Raikhel, 1995). Effectivement, les séquences RHRR,
RRRR, RRKRK sont retrouvées respectivement aux positions 29, 367 et 566 de la
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protéine Lrelp. II suffit qu’une de ces trois séquences soit exposée à la surface de
cette protéine lorsqu’elle adopte sa conformation tridimensionnelle pour que sa
localisation soit ciblée au noyau. En plus, la structure primaire de la protéine Lrelp
renferme une séquence consensus à la position 31, soit le motif RRSILA, annonçant
la présence d’un site de clivage à proximité d’un peptide signal mitochondrial (Gavel
& von Heijne, 1990). Ces séquences de localisation cellulaires potentielles appuient
nos résultats de fractionnement subcellulaire. De plus, la localisation nucléaire de
Lrelp corrobore les résultats d’interaction in vivo avec Gsplp aussi présente dans ce
compartiment.
Afin de pousser la localisation cellulaire de Lrelp un peu plus loin, nous avons
procédé à un essai de purification de chromatine. Celui-ci a démontré qu’une sous-
population de cette protéine y est associée. La chromatine est un complexe d’ADN,
d’histones et de protéines non-histones retrouvé uniquement dans le noyau des
cellules eucaryotes. Donc, ce résultat confirme la localisation nucléaire de Lrelp et
appuie l’interaction avec Gsplp dans ce compartiment. La protéine Gsplp peut aussi
s’associer à la chromatine nucléaire, soit par liaison directe aux histones H3 et H4 ou
via son interaction avec Prp2Op (Bilbao-Cortes et al., 2002). Par conséquent, il serait
possible que Gsplp soit responsable de l’association de Lrelp à la chromatine vu le
fait que ces deux protéines sont retrouvées dans un même complexe protéique dans la
cellule. Cependant, nos essais ne permettent pas d’exclure la possibilité que la liaison
de Lrelp à la chromatine soit indépendante de cette interaction avec Gsplp.
Le lien le plus évident pouvant être proposé entre Lrelp et Gsplp est la voie
PKA. En effet, des études épistatiques suggèrent que cette voie pourrait réguler le
cycle GDP/GTP de Gsplp (Oki & Nishimoto, 1998) alors qu’il a été montré que
Lrelp exerce une fonction antagoniste à celle de la PKA (Versele & Thevelein,
2001). Nous avons donc voulu caractériser plus en détails le rôle du produit du gène
LREJ dans cette cascade de signalisation en tentant d’associer des phénotypes
observés chez des mutants de la voie PKA à des mutants Ire lzl. De fait, nous avons
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observé une sensibilité au glucose et à la caféine chez les souches portant une
délétion au niveau de ce gène. Cependant, l’étendue de ces effets est très variable
selon le contexte génétique de la souche utilisée, il est important de souligner que ces
observations sont très fréquentes en génétique des levures. Nous avons aussi voulu
déterminer si Lrelp pouvait agir sur des cibles contrôlées par la voie PKA, autres que
la sensibilité aux stress et les niveaux de tréhalose. Sachant que Lrelp peut s’associer
à la chromatine, nous nous sommes interrogés sur la possibilité que la délétion de
LRE] ait un effet négatif sur le maintien du silencing transcriptionnel télomérique.
Nos résultats sont fidèles au rôle antagoniste à celui de la PKA associé à Lrelp. De
plus, ils proposent que Lrelp serait impliquée au niveau du maintien d’une structure
fermée de la chromatine. Cette protéine semble donc agir sur plusieurs processus
cellulaires contrôlés par la voie PKA, tels que la résistance à la chaleur, les niveaux
de tréhalose et le silencing transcriptionnel télomérique. Ces éléments de preuves
pourraient suggérer que c’est un régulateur négatif de cette voie. Par contre, il a déjà
été montré que Lrelp n’altère pas les composantes régulant les niveaux d’AMPc ou
d’activité PKA et qu’elle semble exercer ses fonctions indépendamment de la voie de
transduction de signal PKAIAMPc (Versele & Thevelein, 200f). Afin de mieux
comprendre cette fonction de Lrelp, nous avons pensé qu’en identifiant ses
partenaires protéiques nous serions en mesure de déterminer si elle agit directement
ou parallèlement à la voie PKA.
Dû à des problèmes techniques, il nous a été impossible d’identifier les
partenaires protéiques de Lrelp par la méthode de purification par affinité en tandem
(TAP). En effet, nous avons remarqué que la portion protéine A de notre étiquette
TAP fusionnée à la protéine Lrelp pourrait ne pas être accessible lorsque la protéine
de fusion adopte sa conformation tridimensionnelle dans des conditions
physiologiques. Donc, notre purification par affinité a été limitée à une seule étape.
En conséquence, nos échantillons recueillis comportent beaucoup trop de protéines
non spécifiques au complexe renfermant la protéine de fusion pour que celui-ci soit
caractérisé. Fort heureusement, nous avons pu confirmer l’interaction in vivo entre
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Lrelp et Gsplp au sein d’un même complexe protéique. Ainsi, nous avons décidé
d’utiliser une autre approche afin d’identifier les fonctions cellulaires de Lrelp.
Des essais de létalité synthétique effectués par Guillaume Lesage du
laboratoire de Howard Bussey (Université McGill) ont permis d’établir un lien
génétique entre les gènes LRE] et IMF2 ainsi que LRE] et RRF6. Le produit du gène
RRP6 est une composante de l’exosome nucléaire et possède une activité 3’ — 5’
exonucléase (Briggs et al., 199$; Burkard & Butier, 2000). En plus d’être un
intermédiaire dans la voie de maturation des ARNr, il est aussi impliqué dans la
dégradation des précursetirs d’ARNm aberrants (Das et al., 2003). En ce qui
concerne le produit du gène IMP2, il correspond à une des trois sous-unités
composant la protéase I de la membrane mitochondriale interne (Schneider et al.,
1991; Sclmeider et al., 1994; Jan et aÏ., 2000). Celle-ci est responsable du clivage des
peptides signaux portés par les protéines destinées à la membrane mitochondriale
interne ou à l’espace intermembranaire de cet organelle (Pratje & Guiard, 1986). Un
des substrats spécifiques de Imp2p est le cytochrome e1, une sous-unité du complexe
III de la chaîne de transport des électrons (Jan et al., 2000). Les résultats de ce
criblage suggèrent que Lrelp pourrait être associée à des fonctions exosomales et
mitochondriales à caractériser.
Dans cet ordre d’idées, nous avons voulu établir un lien entre la protéine
Lrelp et une fonction mitochondnale. Cependant, nos essais phénotypiques ne nous
ont pas permis de faire cette association en ce qui concerne la sensibilité au glucose
observée chez les mutants lre]A et la sensibilité aux stress oxydatifs caractéristique
des souches rho°. Sachant que la mitochondrie est responsable de plusieurs processus
variés, tels que la respiration, la phosphorylation oxydative, le métabolisme des
acides gras et l’homéostasie du fer (Luo et al., 2003), ceci nous indique que d’autres
efforts de caractérisation du rôle mitochondnal de Lrelp sont à prévoir.
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Les résultats de cet ouvrage fournissent la première preuve d’une interaction
in vivo entre les protéines Gsplp et Lrelp. Par contre, ils ne nous permettent pas
d’associer une nouvelle fonction précise à cette petite protéine G. Cependant, les
phénotypes associés à la mutation ire lA et les partenaires génétiques de LREJ
proposés par l’essai de létalité synthétique systématique inspirent quelques
hypothèses à ce sujet. Premièrement, nous avons remarqué que les mutants irel/J
partagent plusieurs phénotypes avec ceux affectés au niveau de la voie PKA. fi est
bien connu que cette voie contrôlée par l’AMPc peut être activée, entre autre, par les
niveaux de glucose extracellulaire. Cependant, cette source de carbone
fermentescible contrôle aussi la voie de répression par le glucose (Thevelein, 1994).
En présence d’une quantité suffisante d’un sucre fermentescible, l’effet majeur
engendré par celle-ci est l’inhibition complète de la synthèse des enzymes
respiratoires. Ces derniers sont impliqués dans le cycle de Krebs et la chaîne de
transport des électrons au niveau de la mitochondrie. Or, une faible sous-population
de Lrelp semble localisée dans ce compartiment et l’identification de 1MF2 en tant
que partenaire génétique de LREJ suggère qu’une fonction mitochondriale pourrait
être associée au produit de ce dernier. Ces preuves nous amènent à supposer que
Lrelp pourrait être impliquée dans ces deux voies distinctes régulées par le glucose,
soit la voie PKA et la voie de répression par le glucose. Des éléments de preuves
supplémentaires semblent montrer que cette première cascade de signalisation
pourrait aussi réguler le cycle GDT/GTP de Gsplp (Tung et al., 1992; Tu & Carlson,
1995; Tung & Hopper, 1995; Oki & Nishimoto, 1998). De plus, nous avons montré
que Lrelp agit sur plusieurs cibles communes à celles de la PKA. fi serait donc
intéressant de vérifier si, de par son interaction in vivo avec Gsplp, Lrelp pourrait
être responsable de la régulation du cycle GTPasique de cette petite protéine G par la
voie PKA.
Le gène RRP6 a aussi été identifié comme partenaire génétique de Lrelp.
Ceci suggère que Lrelp pourrait avoir une fonction exosomale à caractériser. Or, une
telle fonction a déjà été associée à Gsplp (Noguchi et al., 1996). De fait, un criblage
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deux-hybrides utilisant Ran comme appât a proposé une interaction physique avec
une composante de l’exosome, la protéine Dis3p/Rrp4p. Ces travaux ont même
permis d’avancer que Gsplp/Ran régulerait l’assemblage et la dissociation de
l’exosome via Dis3pfRrp4p de manière indépendante à son rôle dans le transport
nucléocytoplasmique des macromolécules. Reste à savoir si la protéine Lrelp, de par
sa présence au coeur d’un complexe protéique renfermant Gsplp, est également
impliquée dans ce processus.
CONCLUSION ET EXPÉRIENCES FUTURES
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Les résultats présentés dans cet ouvrage fournissent la première preuve
scientifique que Lrelp et Gsplp sont retrouvées dans un même complexe protéique
chez £ cerevisiae. Par contre, nous n’avons pas décrit entièrement ce complexe et la
signification biologique de cette interaction reste à déterminer. Cependant, tel que
mentionné dans la section précédente, nos efforts de caractérisation du produit du
gène LRE] inspirent quelques hypothèses à ce sujet. Celles-ci pourraient orienter les
recherches futures dans ce domaine.
Dans un premier temps, nous avons remarqué que les phénotypes associés à la
mutation ireM, en ce qui concerne la sensibilité au glucose, à la caféine et au
peroxyde d’hydrogène, sont très variables selon le contexte génétique de la souche
arborant cette mutation. En fait, nous aurions pu tirer profit de cette observation en
effectuant un criblage pour des partenaires génétiques de LRE], en supposant que le
génome des souches moins affectées par la délétion de ce gène code pour des
suppresseurs de cette mutation. Brièvement, il aurait été possible d’obtenir une
souche diploïde en croisant les mutants haploïdes BY4741 ireM et YPH499 ireM,
dont les phénotypes sont les plus divergents. Ensuite, nous aurions pu déterminer le
phénotype dominant de ce mutant dans ce contexte génétique. Si celui-ci s’apparente
au phénotype observé chez la souche BY4741 ireizi, il aurait été possible de
construire une banque génomique à partir de celle-ci. Par la suite, nous aurions pu
transformer le mutant YPH499 lre]zi avec cette banque afin d’isoler des gènes
complémentant la mutation associée à la délétion de LRE]. Nous croyons qu’il serait
aussi intéressant d’avoir recours à la technologie des biopuces à ADN afin d’étudier
l’impact de la présence ou non du produit du gène LRE] sur l’expression du génome
de souches dont les phénotypes sont divergents. Cet essai pourrait même nous
permettre de mieux comprendre les fonctions exosomale, mitochondriale et
antagoniste à la voie PKA associées à Lrelp.
Même si ce travail suggère que Lrelp est associée à de telles fonctions, le lien
entre ces rôles potentiels et l’interaction de cette protéine avec Gsplp est à définir.
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Nous croyons que l’identification des partenaires physiques de Lrelp nous
permettrait de répondre à quelques-unes de nos interrogations à ce sujet. Notre
tentative de purification des complexes protéiques renfermant Lrelp par la méthode
de purification par affinité en tandem à l’aide de l’étiquette TAP n’a pas bien
fonctionné. Tout porte à croire que la portion protéine A de cette étiquette fusionnée
en C-terminal de la protéine Lrelp serait masquée par la conformation
tridimensionnelle de celle-ci en conditions physiologiques. Dans le but de remédier à
cette situation, il pourrait être intéressant de générer une autre version de cette
protéine de fusion afin que l’étiquette TAP soit placée en N-terminal de Lrelp. Cette
étiquette renfermerait les mêmes éléments que celle que nous avons utilisée dans cet
ouvrage. Cependant, ils seraient placés dans un ordre inverse de manière à ce que la
portion protéine A, clivée suite à la première purification par affinité, soit localisée à
l’extrémité N-terminale de la protéine de fusion. Reste à espérer que cette stratégie
n’affectera pas l’expression du gène LREJ à partir de son propre promoteur (Puig et
al., 2001).
Puisque nous nous intéressons plus spécifiquement à la signification
biologique du complexe renfermant simultanément Lrelp et Gsplp, il serait tout à
fait approprié de tenter d’isoler seulement les complexes dans lesquels elles sont
retrouvées. Ceci est possible grâce à une modification de la méthode de purification
par affinité en tandem présentée dans ce travail. En effet, la protéine A et le site de
clivage de la protéase TEV pourraient être fusionnés à la protéine Lrelp alors que le
peptide de liaison à la calmoduline serait fusionné à Gsplp ou vice-versa. En ce qui
concerne le protocole de purification par affinité en tandem, il reste le même. Cette
stratégie, nommée « Split Tag », a été très utile lors de la caractérisation des petites
particules ribonucléoprotéiques nucléaires Ui et U2 (Caspary et al., 1999; Puig et al.,
2001). Si ces deux alternatives de la purification par affinité en tandem de type TAP
permettent de purifier efficacement les complexes protéiques renfermant Lrelp et
Gspip, il serait ensuite très facile de déterminer la nature de certaines des protéines
co-purifiées par spectrométrie de masse. Ce type d’analyse a déjà été effectué lors de
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C l’identification de l’interaction entre Gsplp et Pdr6p, une protéine de la famille des
importines f3 (Lau et aÏ., 2000).
Nous croyons que les expériences proposées dans cette section nous
permettrons de mieux comprendre la fonction de la protéine Lrelp et la signification
biologique de son interaction avec Gsplp. Ces dernières, combinées aux résultats
présentés dans cette étude, pouffaient avoir des implications tant au niveau de
l’identification de nouveaux rôles de Gsplp que de la compréhension de la fonction
du complexe renfermant cette petite protéine G et Lrelp chez S. cerevisiae.
G
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